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Des dons trés variés et une intelligence hors série ont fait 
d’Etienne Burnet 4 la fois un écrivain, un philosophe et un savant. 
Pour tout comprendre, il a cherché a tout connaitre et a préféré 
la pensée, l’expérience et la connaissance du monde, aux néces- 
sités d’une carriére ou a la recherche de la puissance. 

Né en 1873 a Maurupt, petit village de Ja Champagne qui vit 
la bataille de la Marne, son enfance s’est presque entiérement 
passée aux bords de l’Yonne, 4 Joigny, oti son pére, Inspecteur 
de l’Enseignement et amateur de botanique, a formé son esprit 
et lui a donné le godt de l’observation de la nature. 

Il a été un éléve exceptionnel, en voici pour preuve |’affirma- 
tion de son professeur de seconde au Collége de Sens : « C’était 
Vesprit le plus ouvert et le plus compréhensif que j’eusse jamais 
eu dans ma classe... Il n’était pas moins doué pour les sciences 
que pour les lettres... De méme, tout ce qui touchait 4 l’art le 
trouvait sensible au supréme degré. » 

En 1890, il enléve le premier prix d’Histoire au Concours Géné- 
ral et année suivante deux autres prix. La chance le guide 
lorsqu’il entre au lycée Henri-IV en philosophie et y devient l’éléve 
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d’un jeune professeur de trente-deux ans, Henri Bergson, qui 
a été la rencontre marquante de sa jeunesse. En 1898, 4 vingt 
ans, il est recu premier a |’Ecole Normale Supérieure et, en 1897, 
est agrégé de philosophie. Sa vie parait toute tracée bien qu'il 
renonce a accepter immédiatement un poste, préférant passer 
une année dans les Universités de Berlin et de Bonn. 

C’est de Dresde qu’il écrit 4 son pére sa décision, en apparence 
soudaine, de ne pas continuer une carriére universitaire qui 
s’annonecait cependant brillante et d’entreprendre ses études de 
médecine afin de pouvoir se consacrer a la recherche scientifique. 
Jamais M. Burnet, comparant la facilité relative des succés 
littéraires promis a son fils a la tache ardue du travail en labo- 
ratoire, ne devait comprendre les raisons exactes de cette déter- 
mination. En octobre, Etienne Burnet commence donc son P. C. N. 
a Paris, puis devient étudiant en médecine. ‘La chance veut encore 
que les parents d’un éléve auquel il donnait des lecons particu- 
liéres, lui fassent connnaitre Fernand Widal, dans le service 
duquel il fait tous ses stages et termine méme son doctorat en 
médecine. 

Selon les conseils de Widal qui approuvait et guidait sa voca- 
tion, il s’inscrit en 1903 aux cours de |’Institut Pasteur. 

Ses premiers contacts avec la microbiologie et avec des esprits 
aussi séduisants que ceux de Roux et de Metchnikoff, devaient 
le confirmer dans son désir de recherche, et l’année suivante, il 
entre définitivement a l'Institut Pasteur. Il y commence la longue 
suite de ses travaux de médecine expérimentale sur la syphilis 
d’abord, sur la tuberculose ensuite, mais malgré le labeur ingrat 
du travail manuel dans les laboratoires, son esprit de synthése 
le conduit irrésistiblement vers les vues d’ensemble. I] publie deux 
volumes : La lutte contre les microbes en 1908, et Microbes et 
toxines en 1911, dont le succés a persisté longtemps encore aprés 
la guerre. 

Le 3 aotit 1914, la mobilisation générale |’éloigne de I’Institut 
Pasteur et il participe aux combats de France avant de rejoindre 
Armée d’Orient. D’abord au laboratoire de Corfou, il étudie 
les bactéries d’une terrible infection intestinale épidémique qui 
survient dans les restes de l’Armée Serbe déja décimée par le 
typhus, et y reconnait la fiévre typhoide, la dysenterie bacillaire 
et méme le choléra, puis 4 Salonique ou il prend part aux cétés 
d’Etienne et d’Edmond Sergent a la lutte contre le paludisme. 

Revenu a I|’Institut Pasteur en 1919, il y reprend l'étude de la 
tuberculose, mais 4 la suite d’une hémoptysie, est obligé d’arréter 
son travail et sur les conseils de Roux et de Calmette, part en 
Tunisie se reposer quelques mois, premier contact avec cette terre 
ov il allait se fixer pour toujours. A Tunis, Charles Nicolle qui 
dirige l'Institut Pasteur depuis 1908, V’accueille peu aprés son 
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arrivée dans un de ses laboratoires, puis le persuade d’accepter 
également le poste de Directeur de l’Hygiéne Publique en Tunisie. 

Cette double activité allait devenir le point de départ de ses 
recherches sur la fiévre de Malte, sa prophylaxie et son diagnostic 
a Paide de l’intradermo-réaction & la mélitine, méthode pratique 
et sire, adoptée dans le monde entier, et qui porte toujours le 
nom de réaction de Burnet. Par une enquéte sur les chévres de 
Tunis (1921) il établit que l’infection a progressé depuis 1916; 
elle est aussi répandue parmi les chévres arabes que parmi les 
chévres maltaises. Etienne Burnet a montré combien |’infection 
de la chévre, qui n’est qu’une porteuse de microbes, est diffé- 
rente de la maladie fébrile de ’ homme. I] a confirmé la ressem- 
blance du microbe de la fiévre méditerranéenne avec celui de 
Pavortement épizootique des animaux domestiques, et conclu 
que ce sont deux variétés ou adaptations de la méme espéce 
microbienne. 

En 1928, nouvelle orientation de sa vie, sur le conseil de 
Calmette, il quitte Tunis pour Genéve et la Société des Nations. 
Etienne Burnet y est entiérement pris par Ja création de méthodes 
collectives nouvelles de lutte contre les grandes endémies a l’aide 
de moyens internationaux. 

‘Pendant huit années passées A l’Organisation d’Hygiéne, il a 
participé 4 la genése des idées et des principes généraux de ce 
qui devait devenir plus tard l’Organisation Mondiale de la Santé. 
Combien de notions maintenant admises et méme devenues 
banales, sont annoncées dans les rapports et les livres qu’il a 
écrits a cette époque. 

Le séjour a Genéve fut pour lui une source de voyages, de 
contacts humains, d’expérience sur |’épidémiologie des maladies 
contagieuses, et c’est le début de ses recherches sur la lépre. 

N’est-ce pas lui également, en collaboration avec W. R. Ayck- 
royd, qui, dans un rapport décisif, a posé pour la premiére fois 
en 1935, le probléme de l’alimentation dans le monde, préfigu- 
rant ainsi la nécessité d’une surveillance internationale aujour- 
d’hui assurée par la F. A. O. 

En 1936, peu aprés la mort de Charles Nicolle, Etienne Burnet 
apprend que l'Institut Pasteur de Paris le désigne pour la direc- 
tion de l'Institut Pasteur de Tunis. Il quitte Genéve et reprend 
le chemin de la Tunisie ot, de 1936 a 1943, il redevient expéri- 
mentateur et dirige cette maison au milieu des tribulations de la 
deuxiéme guerre mondiale. 

Son propre témoignage nous révéle comment il comprenait son 
nouveau role dans 1’Instiut Pasteur: « A nous de savoir que 
les succés ne sont guére séparables des échecs, des déceptions, 
méme des désespoirs, qui, méme pour les plus heureux, en sont 
les conditions, presque la trame. A cdté des expériences qui réus- 


404 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


sissent, il y a les difficultés matérielles, les animaux qui meurent 
d’infections indésirables, les appareils qu’il faut entretenir loin 
des artisans qui les ont construits, les départs prévus ou imprévus 
de collaborateurs, il y a des devoirs quotidiens envers le public, 
le devoir de protection et d’affection envers les collaborateurs 
auxiliaires pour lesquels on est le pére de famille; il y a un 
tissu d’obligations qui grandissent avec l'Institut et pressent sur 
le temps que réclame aussi la recherche qui est sacrée, sans 
laquelle un Institut Pasteur n’a pas d’4me et n’est rien ; car nos 
publications scientifiques sont nos titres de noblesse. » 


C’est en 1943 qu’Etienne Burnet a pris sa retraite dans sa 
maison du Belvédére dont la rue porte maintenant son nom et 
oti il s’est éteint le 20 décembre 1960. 


Les sujets les plus marquants de son ceuvre scientifique sont : 
la tuberculose et sa prophylaxie, la fiévre ondulante et ses moyens 
de diagnostic, la lépre, sa contagion et sa répartition géogra- 
phique, la médecine sociale, la création de moyens de lutte contre 
les maladies infectieuses 4 |’échelle internationale, le probléme 
de l’alimentation dans les diverses régions du monde. A Il’occa- 
sion de chacune de ces études, il apporte une idée originale et 
parfois méme une réponse définitive au probléme qu’il a posé. 


Son ouvrage sur La prophylaxie de la tuberculose, paru en 
1933, en reste un témoignage évident. I] percoit et démontre toute 
l’étendue et la complexilé de cette prophylaxie depuis les idées 
discutées dans les cliniques et les laboratoires, jusqu’aux lois et 
réglements de chacun des pays qu’il a visités ou dont il a recu 
des informations a la Société des Nations. 


Des souvenirs d’enfance et d’étudiant en médecine me per- 
mettent de témoigner de ]’estime et de l’admiration qu’avaient 
Mesnil, Borrel, Caullery, Boquet et Levaditi, ses collégues de 
l’Instiut Pasteur, tous hommes de laboratoire, tant pour sa 
culture que pour l’élégance de sa pensée, la rigueur de ses 
recherches et le style de ses écrits. 


Telle fut Vceuvre scientifique d’Etienne Burnet, mais toute sa 
vie, i] a mené parallélement une activité littéraire et cette autre 
partie de son ceuvre comporte des articles, des essais et surtout 
des romans. La Tour Blanche est un livre de guerre sur |’ Armée 
d’Orient ; Loin des icones a pour sujet la vie en Tunisie de réfu- 
giés russes qui doivent s’adapter A un climat et a des mcurs 
nouvelles ; La porte du Sauveur, qui est le nom d’une des portes 
de Moscou et aurait pu s’appeler U. R. S. S. 1923, lui valut en 
1926 le prix Northcliff. Enfin, et surtout, c’est son essai sur Don 
Quichotte de la Manche publié A Tunis en 1953, ot les problémes 
posés par Cervantes et le xvi® siécle sont examinés avec un soin 
extréme et qui est un modéle d’érudition et de clarté. 
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On voit par tous ces exemples que si l’abondance des dons 
d’Etienne Burnet fit diverger son activité, il sut toujours, a l’occa- 
sion des multiples sujets littéraires ou scientifiques qui suscitérent 
son intérét, exposer des vues originales et souvent en avance sur 
leur temps. 

Pour faire mieux comprendre Ja nature profonde d’Etienne 
Burnet, Madame Burnet nous a permis d’évoquer ce qu’il lui 
a écrit dans une lettre adressée d’Athénes, le 16 juillet 1917 : 

« La Science, la Science si avidement créée ou accueillie par 
des Grecs dont on ne parle plus assez, est la grande maitresse 
de notre vie, avec |’Art. On sent bien que c’est elle qui a manqué 
a Platon et a Montaigne. Mais ils avaient déja l’Esprit... C’est 
déja la Science qui agrandit assez la raison pour faire la Philo- 
sophie de Spinoza. C’est elle qui soutient le Devoir et lArt, 
dans V’immense conception d’ensemble d’Auguste Comte. C’est 
elle qui conduit Bergson a la résurrection de toute l’Ame et de 
toute la vie. C’est elle qui m’a fait souffrir et que j’aime d’un 
amour amer. Sans elle, ]’Art ne peut avoir aujourd’hui toutes ses 
inspirations. Sans elle, toute pensée est vieillotte. » 


Que Madame Burnet, dont nous partageons la peine, recoive 
ici les respectueuses condoléances des membres de 1’Institut 
Pasteur. 

J. C. Levaprri. 


COURBES D’AGGLUTININES 
OBTENUES CHEZ LES LAPINS IMMUNISES 
AU MOYEN 
DE DIFFERENTS VACCINS ANTITYPHOIDIQUES 


par Antoine BONNEFOI, Léon LE MINOR et Simone LE MINOR (*) 


(Institut Pasteur) 


En 1954-1955 VO. M.S. avait organisé une expérimentation 
destinée 4 comparer l’action protectrice de deux types de vaccins 
antityphoidiques, stérilisés l’un par chauffage a 56° et addi- 
tion de phénol, l’autre par traitement a l’alcool éthylique. Les 
deux vaccins étaient préparés a partir de la souche Ty2. 

Cette expérience comportait tout d’abord la vaccination de deux 
groupes humains en Yougoslavie et l’observation de la morbidité 
typhoidique dans ces deux groupes comparativement 4 un troi- 
siéme groupe témoin. Les résultats qui ont été publiés [4] montrent 
qu’une protection significative fut obtenue avec le seul vaccin 
chauffé phénolé. 

Parallélement plusieurs laboratoires, dont le nétre, devaient 
étudier sur animaux, suivant un protocole bien défini, l’action de 
ces deux vaccins. 

Ce protocole comportait |’épreuve d’immunisation active de la 
souris, immunisation de lapins, la recherche du taux des agglu- 
tinines H, O et Vi engendrées chez ces animaux, et |’épreuve 
d’immunisation passive de la souris, a Vaide de ces mémes 
sérums de lapins. 

Nous avions étudié ces deux vaccins, en respectant scrupuleu- 
sement le protocole de 1’O. M. S., mais nous avions aussi débordé 
largement le programme de travail. En effet, il était indiqué que 
les lapins devaient étre saignés le septiéme jour suivant la der- 
niére injection immunisante. Il nous avait semblé intéressant 
de ne pas nous limiter a ce délai de sept jours arbitrairement 
choisi, et de suivre |’évolution de l’immunisation dans le temps. 
C’est pourquoi, aprés avoir pratiqué une prise de sang au sep- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 8 décembre 1960. 


VACCINS ANTITYPHOIDIQUES 407 


liéme jour, nous avions conservé les lapins et effectué de nou- 
velles prises de sang au bout d’un mois, trois mois, six mois, 
neuf mois. De plus, nous avions alors fait aux animaux, au 
dixiéme mois, une injection de rappel. Dix jours plus tard, ceux-ci 
étaient saignés a blanc. 


Enfin, nous avions utilisé parallélement, en plus des deux 
vaccins expérimentés sur le terrain en Yougoslavie et transmis 
par 1’O. M.S., six autres vaccins qui sont énumérés plus loin. 
Nous n’avions pas l’intention de publier les résultats obtenus et 
dont la majorité avait été adressée 4 1’O. M. S. Or, cet organisme 
projette actuellement une nouvelle expérimentation basée sur un 
protocole analogue au précédent, dans l’intention de comparer le 
vaccin chauffé phénolé et le vaccin 4 l’acétone. Si les résultats 
des vaccinations actives des souris, des épreuves de séro-protec- 
tion sur souris et sur embryon de poulet que nous avions effec- 
tuées ne nous semblent pas devoir faire l’objet d’une note, surtout 
aprés les publications de la Commission yougoslave de la 
Typhoide [4], de Edsall et collaborateurs [2] et de Standfast [8], 
les courbes des agglutinines que nous avions suivies pendant prés 
d’un an sur 80 lapins au départ intéresseront peut-étre ceux qui 
seraient amenés a participer 4 des expériences analogues et leur 
éviteront éventuellement de refaire un travail fastidicux dont 
Vintérét pratique est limité. 


MATERIEL. 


Nous avons étudié comparativement les vaccins suivants : 


1° Vaccin a Valcool préparé a Zagreb suivant la technique de 
Felix [4] au moyen de la souche Ty2 et transmis par l’O. M.S. 


2° Vaccin chauffé phénolé préparé a Zagreb a partir de la 
souche Ty2 et transmis par 1’O. M. S. 


8° Vaccin chauffé une heure 4 57°, sans addition d’antisep- 
tique, préparé a l'Institut Pasteur [5] 4 partir de la souche Ty2. 


4° Vaccin chauffé une heure a 57°, sans addition d’antisep- 
tique, préparé a partir de la souche Ty2 suivant la méme méthode 
mais additionné avant chauffage de 0,5 p. 100 de CaCl,. Nous 
verrons que le CaCl, a une action remarquable sur la conserva- 
tion du pouvoir agglutinogéne de l’antigéne Vi. Cette action 
n’existe pas s’il est ajouté au vaccin aprés chauffage. Nous avons 
préparé ce vaccin aprés avoir eu connaissance des travaux des 
Japonais Ando et Nakamura [6] sur le réle protecteur du CaCl, 
sur l’agglutinabilité de ]’antigéne Vi. 

5° Vaccin stérilisé par les vapeurs de toluéne et préparé a 
partir de Ty2. Des expériences antérieures nous avaient montré 


408 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


que l’on obtenait avec ce vaccin de hauts titres de pouvoir pro- 
tecteur du sérum de lapin contre l’infection expérimentale de 
Vembryon de poulet. 


6° Vaccin a l’acétone préparé par Landy a partir de Ty2 [7]. 


7° Méme vaccin que le n° 8, mais injecté aux lapins suivant 
le protocole que nous suivons habituellement : 3 injections par 
voie intraveineuse & sept jours d’intervalle, 4 la dose de 1 mil- 
liard, 2 milliards et 4 milliards. 


8° Vaccin standard antityphoidique de I’Institut Pasteur, sté- 
rilisé par chauffage une heure a 57°, sans addition d’antisep- 
tique. Ce vaccin est préparé a partir de 8 souches sélectionnées, 
originaires de France et appartenant a des lysotypes différents. 


Tous les vaccins ont été dilués de maniére 4 contenir 1 milliard 
de bactéries par ml. Leurs teneurs en N titré par micro-Kjeldahl 
étaient les suivantes (ug/ml) : 


MECC EGG Actor ddondomodsoansecnsoneb sic s coe Sil 
Vacein 25 (chautiés phenole)y re cre tie ec eee ae 44,5 
Vacein S02 Pi ery 2) aes eres cae tite ee eee crea 29 
Vaccinedie( Es. Pa Ty2-CaGiy amas a pe a eee Se 26 
Vacein (5.0; R., Ty2 toluene)” sae ten eae eee 28 
Vaccint 6 (acétone)s muntsn. assist ciee Seer 97,5 
Vaccin 8. (i. P.. 8 souclies))ocunsnt cotta crys eee 30 


A cette occasion, nous avions aussi titré sur notre photoméetre 
le standard d’opacité en Pyrex fourni par |’O. M. S. La concor- 
dance avec notre courbe d’étalonnage du vaccin TAB est satis- 
faisante, puisque ce standard correspond sur notre courbe a 
1150 x 10° bactéries, au lieu de 1000 x 10° théoriques au ml. 


Pendant toute la durée de l’immunisation, ces vaccins ont été 
conservés a + 4°, 


Nous avons immunisé 10 lapins avec chaque lot de vaccin. 
Chaque lot contenait 5 males et 5 femelles de poids de 2,500 kg 
4 3 kg. Tous ces animaux avaient un séro-diagnostic anti S. typhi 
négatif (TO et TH inférieurs a 1/50, Vi inférieur a 1/10). Leur 
sérum ne protégeait ni la souris ni l’embryon de poulet contre 
une infection expérimentale avec Ty2. 


METHODEs. 


Le protocole suivi pour immuniser les lots 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 
est celui de 1’O. M.S. : 5 injections intraveineuses A 1 semaine 
d’intervalle de 0,5 ml de vaccin dilué au 1/10. Le lot 7 a été 
vacciné avec le vaccin 8 aux doses mentionnées ci-dessus : Is. 
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2, 4 milliards en injections intraveineuses 4 1 semaine d’intervalle. 
L’immunisation des 8 lots a été terminée le méme jour. 

Au leu de saigner a blanc tous les animaux sept jours apres 
la fin de Yimmunisation, nous avons effectué des prises de sang 
sept jours, un mois, trois mois, six mois, neuf mois apres celle-ci. 


Dix mois aprés la derniére injection, tous les lapins ont recu 
une injection de rappel de 0,5 ml de vaccin de méme concentra- 
tion que lors des primo-vaccinations, par voie intraveineuse. Les 
animaux ont été saignés dix jours aprés cette injection de rappel. 


Tous les titrages ont été effectués par la méthode lente a 37°, 
en utilisant des suspensions TH, TO et Vi d’un méme lot, conser- 
vés 4+ 4° pendant toute la durée de l’expérience. Le sérum 
de chaque lapin a été titré séparément. De plus, un mélange en 
proportions égales des sérums des lapins de chaque lot a servi 
a faire un autre titrage O, H et Vi et a effectuer les épreuves de 
séro-protection sur souris et sur embryon de poulet. 


Les suspensions Vi étaient préparées suivant la méthode de 
Ando et Nakamura [6]. Avec certaines prises de sang, nous avons 
effectué des hémagglutinations V1. Les différences entre les titres 
obtenus chez les animaux immunisés avec les divers vaccins 
correspondaient a celles observées avec les agglutinations micro- 
biennes Vi. Elles ne seront pas mentionnées dans les résultats. 


RESULTATS. 


Nous avons consigné dans les tableaux les résultats du titrage 
des agglutinines de chacun des lapins, effectués sur les prises 
de sang aux temps indiqués aprés les injections de vaccin, ainsi 
que ceux du mélange des sérums de chaque série. Les courbes 
indiquent ]’évolution des agglutinines du mélange des sérums. 
Nos commentaires seront donc trés succincts. 


Agglutinines O. — Si, au 7° jour aprés la fin de la vaccination, 
les titres obtenus avec le vaccin 1 (alcool) et le vaccin 2 (chauffé 
phénolé) étaient semblables, toutes les prises d’essais ultérieures, 
du 17 au 9° mois, ont montré que les titres étaient deux fois 
plus élevés avec le vaccin 2. Aprés rappel, les agglutinines 
obtenues avec le vaccin 2 restent en moyenne stationnaires, tan- 
dis que celles de la série 1 ont des titres 2 & 4 fois plus élevés. 

Pour les séries 1, 4, 5, 6, 8, les taux d’agglutinines O sont 
relativement voisins. Dans la série 7 (vaccin Ty2 chauffé, 3 injec- 
tions), les titres O, pendant les 6 mois qui suivent la primo-vac- 
cination et aprés le rappel, ont toujours été les plus élevés de 
cette série d’expériences. 
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Agglutinines H. — On trouve ici des différences notables sui- 
vant les séries. Les taux les plus élevés observés aprés la primo- 
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vaccination sont obtenus dans la série 7 (Ty2 chauffé, 3 injections), 
et les plus bas dans la série 1 (Ty2 a l’alcool préparé a Zagreb). 


VACCINS ANTITYPHOIDIQUES 411 


Agglutinines O 


Aqglutinines O 
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Le traitement par l’acétone dans le vaccin type Landy (série 6) 
ne détruit pas le pouvoir agglutinogéne de l’antigéne 6B 


Agglutinines Vi. — Un vaccin a donné des titres agglutinants 
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bien plus élevés que les autres : le vaccin 4 (Ty2 chauffé + CaCl,). 
Ceci confirme les observations des auteurs japonais sur le réle 
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protecteur de cette substance sur l’agglutinogéne Vi. Tous les 
lapins ont uniformément répondu par des titres élevés. 


Viennent ensuite les vaccins 1 (Ty2 alcool) et 6 (Ty2 acétone). 
Les différences suivant les lapins sont ici plus marquées : ainsi 
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Agglutinines H 


100 


Mois 


Agglutinines H 


Fic. 8. 


sept jours aprés la primo-vaccination, les titres de la série 1 
varient de 1/40 4 1/1 280. 
Le vaccin 2 (Ty2 chauffé préparé 4 Zagreb) ne fit pas appa- 
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raitre, chez 8 lapins sur 10, d’agglutinines Vi 4 un titre supérieur 
ou égal & 1/10. Seuls deux animaux présentérent des agglutinines 
Vi de titre faible. 


Les vaccins chauffés non phénolés et non additionnés de CaCl, 
préparés a partir de la souche Ty2 ont provoque la formation 
d’agglutinines Vi chez tous les animaux qui regurent 5 injections 
de ce vaccin, chez 4 animaux sur 8 qui en recurent 3 injections. 
Certains lapins perdent rapidement ces agglutinines, d’autres les 


Titre 
Css 


Agglutinines Vi 
Bo) x ——— a 
a s 
320-8 4 
\ . 
160-0 a 


Fic. 9. 


conservent pendant neuf mois. I] arrive aussi que des animaux 
qui, aprés primo-vaccination, n’avaient pas d’agelutinines Vi, en 
élaborent a faible titre aprés rappel. 

Le vaccin stantard de l'Institut Pasteur (chauffé sans antisep- 
tique, préparé a partir de 8 souches riches en Vi appartenant 
a des lysotypes divers) fit apparaitre des agglutinines Vi chez 
4 lapins sur 9. Un lapin conservera ces agglutinines pendant neuf 


mois, tandis qu’elles étaient disparues chez les autres au bout 
d’un mois. 


Le vaccin stérilisé par le toluéne donna des résultats analogues, 
mais tous les animaux ont présenté, aprés rappel, des agegluti- 
nines Vi a des taux variant de 1/10 a 1/40. 
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R&suME. 


Des lots de 10 lapins ont été immunisés par des vaccins anti- 
typhoidiques préparés avec la souche Ty2 (aA l’alcool, chauffé 
phéniqué, chauffé sans antiseptique, chauffé sans antiseptique 
+ CaCl,, stérilisé par le toluéne, par l’acétone) et avec un 
mélange de 8 souches stérilisées par la chaleur, sans antisep- 
tique. Les titres individuels et ceux des mélanges des sérums de 
chaque lot en agglutinines O, H et Vi sont rapportés. Ceux-ci 
ont été déterminés sept jours, un mois, trois mois, six mois, neuf 
mois aprés la primo-vaccination et dix jours aprés l’injection 
de rappel. Le vaccin chauffé additionné de CaCl, provoque l’appa- 
rition de titres élevés en agglutinines Vi. 


SUMMARY 


AGGLUTININ CURVES OBTAINED IN RABBITS IMMUNIZED 
WITH DIFFERENT TYPHOID VACCINES. 


Several groups of ten rabbits each are immunized with typhoid 
vaccines prepared with strain Ty2 (vaccines inactivated by : 
alcohol, heating and phenol, heating without antiseptic, heating 
without disinfectant + CaCl, ; sterilized with toluene, with ace- 
tone), and with a mixture of eight strains sterilized by heating, 
without disinfectant. 


The individual H, O and Vi agglutinin titers and those of the 
sera mixtures in each group are reported. These titers were 
determined 7 days, 1 month, 3 months, 6 months and 9 months 
after the primary vacination, and 10 days after the booster injec- 
tion. The vaccine treated by heat + CaCl, induces the appearance 
of high Vi agglutinin titers. 
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SENSIBILISATION EXPERIMENTALE DU PORC 
A L’ANTIGENE DE L’ENCEPHALOMYELITE ENZOOTIQUE 


par H. JACOTOT, J.-C. LEVADITI, A. VALLEE et B. VIRAT (*) 
(avec la collaboration technique de E. LAVAL). 


(Institut Pasteur, Services de Microbiologie Animale 
et d’Histopathologie) 


Les observations qui font l’objet de cette note ont été faites au 
cours d’expériences sur la vaccination du pore contre l’encéphalo- 
myélite enzootique, communément appelée maladie de Teschen. 

Dans les essais qui nous intéressent ici, lantigéne vaccinant 
était un broyat formolé d’encéphales, prélevés a la derniére 
période de la maladie, sur des porcs préalablement inoculés avec 
le virus de Teschen; cet antigéne était additionné d’adjuvants 
divers en vue d’études comparatives. Les épreuves par inocula- 
tion de virus étaient effectuées dans des délais variables aprés la 
vaccination ; elles consistaient en l’inoculation intracérébrale, a 
gauche et a droite, d’une suspension nerveuse virulente, chaque 
sujet recevant environ 1000 doses mortelles [4]. 

La réponse a une telle inoculation virulente des porcs neufs 
que nous utilisons habituellement (de race ‘Large-White) se situe 
cliniquement entre le septiéme et le quinziéme jour, l’apparition 
des premiers troubles locomoteurs oscillant entre le septiéme 
et le treiziéme jour, et la mort par paralysie survenant entre ie 
dixiéme et le quinziéme jour, selon lagressivité du virus. Ces 
manifestations s’accompagnent d’une réaction thermique impor- 
tante qui s’amorce habituellement vingt-quatre ou trente-six heures 
avant que n’apparaissent les premiers signes cliniques. Quant aux 
altérations histologiques du névraxe, maintenant bien définies, 
elles sont caractérisées par l’abondance particuliére et la diffu- 
sion des infiltrats inflammatoires périvasculaires, tant dans |’encé- 
phale et le cervelet qu’aux différents niveaux de la moelle épiniére. 

Le comportement des sujets vaccinés soumis aux mémes épreuves 
varie dans des limites trés larges au gré de l’expérimentation ; 
mais chez ceux qui réagissent, les troubles sont retardés plutét 
qu’avancés et atténués plutdt qu’exacerbés. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 8 décembre 1960. 
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L’inoculation du virus de Teschen par la voie musculaire ne 
permet qu’exceptionnellement de reproduire la maladie. W’ino- 
culation intracérébrale elle-méme ne réussit parfaitement que 
chez les porcelets de moins de 3 mois; au-dela, les résultats sont 
en fonction inverse de l’Age ; chez les adultes les échecs sont 
presque la régle. 


OBSERVATIONS. 


Des porcelets sevrés depuis deux mois sont répartis en deux 
groupes, pour un essai de vaccination en deux temps a quinze 
jours d’intervalle ; aux uns, on injecte l’antigéne formolé addi- 
tionné de gel d’alumine, aux autres, le méme antigéne incorporé 
a de la lanoline, le mélange gras étant ensuite fluidifié par addi- 
tion d’huile de vaseline ; la posologie est établie de maniére que, 
quel que soit l’adjuvant choisi, les quantités d’antigéne admi- 
nistrées soient les mémes dans les deux groupes de porcs. 

Six mois et demi aprés la vaccination, on éprouve deux porcs 
de chaque groupe par inoculation intracérébrale de virus, L’un 
des deux porcs qui avaient recu le vaccin au gel d’alumine résiste 
sans aucun trouble; l’autre accuse une légére modification de 
Vhabitus et, pendant quelques jours, un peu de fléchissement des 
membres postérieurs ; il se rétablit rapidement. L’un des deux 
pores (n° 35), qui avaient recu le vaccin préparé avec de la lano- 
line, résiste sans aucun trouble ; l’autre présente, vingt-trois jours 
aprés inoculation d’épreuve, des troubles caractérisés qui vont 
s’aggravant et justifient son abattage in extremis le vingt-huitiéme 
jour. L’examen histologique (Examen X. 1878, pl., fig. 1) de 
ce pore confirme l’existence de lésions d’encéphalomyélite, loca- 
lisées strictement 4 Ja substance grise, et caractérisées par une 
dégénérescence des cellules de la corne antérieure, avec quelques 
infiltrats des cellules histio-lymphocytaires. Le pore témoin pré- 
sente les premiers troubles locomoteurs onze jours aprés l’ino- 
culation du virus ; on le sacrifie in extremis deux jours plus tard. 

Six mois aprés, les sujets ayant alors 15 mois, on éprouve deux 
autres animaux de chaque groupe; mais cette fois chaque pore 
recoit le virus par voie musculaire, dans les cruraux, a gauche et 
a droite, A dose deux fois plus forte, en suspension dans un 
mélange de mayoline 2214 et d’Arlacel A. Les deux pores témoins 
ne manifestent aucun trouble. Les deux porcs qui avaient regu le 
vaccin au gel restent également indemnes. Les deux pores qui 
avaient recu le vaccin gras (n® 36 et 37) présentent soudainement 
le cinquiéme jour des signes que seul un mécanisme allergique 
peut expliquer ; tremblements, dyspnée, puis décubitus : on reléve 
chez l’un des é6pistaxis ; dés le lendemain ils sont en hypothermie ; 
un meurt le septiéme jour (n° 37), l’autre (n° 36), alors agoni- 
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sant, est sacrifié. A l’autopsie pratiquée sommairement, on reléve 

; 
chez l’un une forte congestion de tous les viscéres, chez !’autre 
la replétion de la vessie qui est énormément dilatée. 


Six mois plus tard, on éprouve encore par inoculation intra- 
musculaire, comme dans l’épreuve ci-dessus, deux porcs ayant 
recu le vaccin gras (n°*® 31 et 34); ces animaux sont alors agés 
de 21 mois. Les mémes constatations se renouvellent : les pre- 
miers troubles se produisent le cinquiéme jour: forte hyper- 
thermie, tremblements, dyspnée intense, hyperesthésie cutanée. 
Le pore n° 81 est sacrifié complétement inerte aprés deux jours : 
la vessie congestionnée est trés distendue et des hémorragies sous- 
méningées siégent A hauteur de la protubérance. L’autre porc, 
n° 34, aussi gravement atteint, ne meurt qu’aprés six jours: il 
y a péricardite avec épanchement, congestion des viscéres, hyper- 
trophie et décoloration des reins. 


Examens histopathologiques. 


L’histopathologie des centres nerveux des porcs qui ont pré- 
senté ces réactions inhabituelles ne manque pas d’intérét; en 
voici le relevé. 


Pore 37 (Examen Y. 608, pl., fig. 2). — L’encéphale n’a mal- 
heureusement pas été contré]é, La moelle est le si¢ge de méningo- 
myélite trés importante, intéressant les méninges et les vaisseaux 
de la substance blanche plus que de la substance grise, avec 
d’importants infiltrats histio-lymphocytaires périvasculaires. Bien 
qu’atteinte, la corne antérieure est trés peu lésée, comparati- 
vement aux autres parties. Les cellules motrices sont presque 
toutes intactes. L’histopathologie suggére done Vidée d’une 
myélite vasculaire 4a évolution anormale, puisque la souche de 
virus utilisée restait typique. 


Pore 36 (Examen Y. 609). — Méme aspect, mais la méningo- 
myélite 4 prédominance vasculaire est plus accusée. Les méninges 
épaissies sont largement infiltrées de cellules histio-lymphocy- 
taires disposées tout le long de pédicules vasculaires de la sub- 
stance blanche et des septa. Ils sont moindres autour des vais- 
seaux de la substance grise ; les cellules motrices de la corne 
antéricure sont pratiquement intactes. Les racines des nerfs rachi- 
diens sont également intéressées et, par place, infiltrées de cellules 
inflammatoires (pl., fig. 3). En somme, méningo-myélite sub- 
aigué diffuse, touchant avant tout les vaisseaux, et non polio- 
myélite ; les images observées sont comme le négatif des images 
habituelles. La encore nous n’avons malheureusement pas exa- 
miné l’encéphale. 
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Pore 34 (Examen Y. 1670). — Toutes les coupes de la moelle 
et du cerveau montrent les lésions importantes de méningo-encé- 
phalomyélite aigué avec manchons périvasculaires histio-mono- 
cytaires siégeant dans la substance blanche et contrastant avec 
Vabsence de lésions dégénératives des cellules neuro-ganglion- 
naires. Cet aspect est particuliérement net au niveau de la corne 
d’Ammon, dont Jes couches de cellules neuro-ganglionnaires 
intactes alternent avec des rangées de vaisseaux profondément 
modifiés par la vascularite. 


Pore 31 (Examen Y. 1671). — Réaction méningée fibrino-histio- 
cytaire dans le cerveau et surtout dans la substance grise du 
mésencéphale ; nombreux manchons périvasculaires, mais sans 
les dilatations vasculaires ni lV’abondance extréme de cellules 
histio-lymphocytaires des formes précédentes. Destruction et 
atrophie des cellules de Purkinje du cervelet sans infiltration 
cellulaire. Aux divers niveaux de la moelle, les méninges et la 
substance blanche sont intactes, les cornes antérieures contiennent 
uniquement des neurones en involution a protoplasme homogéne, 
rétracté, fortement chromophile, 4 noyaux pycnotiques et sans 
réaction cellulaire de voisinage. De rares vaisseaux sont entourés 
d’une ou deux couches de cellules histio-lymphocytaires. 

Les lésions décelées chez ce dernier pore peuvent étre consi- 
dérées comme classiques pour une évolution aussi rapide; au 
contraire, celles des trois premiers pores sont différentes. Com- 
ment interpréter cette dissemblance ? Indépendamment de la 
réaction allergique, du choc, qui se sont produits de la méme 
facon chez les sujets des deux groupes, ceux-ci ont dd faire face 
a lVatteinte du virus, puisqu’il a été inoculé pleinement virulent 
dans les muscles de la cuisse ; mais les deux pores du premier 
groupe dont la vaccination datait d’un an ont pu lui opposer une 
plus grande résistance que les derniers éprouvés six mois plus 
tard. 


EXPERIENCE DE CONTROLE. 


Cing porcelets de 3 mois recoivent, en une seule injection, une 
préparation obtenue par incorporation de l’antigéne formolé a la 
lanoline, puis dilution en huile de paraffine. Cing semaines apres, 
on procéde aux épreuves par voie musculaire de la fagon sui- 
vante : un pore recoit le virus seul, il accuse une montée ther- 
mique réguliére et modérée vers la fin de la premiére semaine, 
sans plus; deux pores regoivent respectivement les mélanges 
lanoline-huile de paraffine sans virus et huile de paraffine-Arlacel 
sans virus; ils ne présentent aucun trouble ; enfin les deux der- 
niers porcs recoivent respectivement les mémes mélanges gras, 
mais additionnés de virus : ils font une poussée thermique le len- 
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demain et présentent dans les jours suivants des variations de 
température désordonnées et de l’hyperesthésie cutanée ; on note 
de plus, chez l'un d’eux, de Vinquiétude et Vinclinaison de la 
téte sur le cété. 


RESUME ET INTERPRETATION. 


Nous avons observé chez des porcs adultes qui avaient regu 
antérieurement par voie sous-cutanée l’antigéne de Teschen sous 
forme de broyat d’encéphale formolé et incorporé a un excipient 
gras, la lanoline, des réactions inhabituelles 4 la suite d’une 
épreuve par un virus de méme nature, mais pleinement pathogéne, 
incorporé, lui aussi, 4 un excipient gras et inoculé par vole mus- 
culaire. 

Les accidents débutaient soudainement, le cinquiéme jour et 
présentaient les caractéres de manifestations allergiques : troubles 
circulatoires et accroissement de la perméabilité vasculaire 
(congestion des viscéres, épanchements cavitaires, hémorragies), 
contractures de la musculature lisse (dyspnée, occlusion vésicale), 
poussée thermique soudaine suivie, aprés un ou deux jours, d’une 
phase d’hypothermie caractérisée se prolongeant jusqu’a la mort. 

Des pores qui avaient recu initialement le méme antigéne for- 
molé additionné de gel d’alumine et les témoins d’épreuve aux- 
quels l’antigéne n’avait pas été injecté préalablement, ont résisté 
sans manifester rien de semblable a inoculation intramusculaire 
du virus en excipient gras. 

Dans une expérience de contréle, les jeunes porcs remplissant 
les mémes conditions que ceux qui ont fait l’objet de nos pre- 
miéres constatations, ont présenté comme eux des phénoménes 
de choc, mais trés atténués, consécutivement a l’épreuve pratiquée 
cing semaines aprés la vaccination ; ceux qui avaient recu le virus 
non incorporé 4 un excipient gras ou un excipient gras sans virus, 
n’ont rien manifesté de tel. 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — Moelle dorsale du pore 32 (Ex. X. 1878), commissure et une corne anté- 

rieure ; lésions neuro-ganglionnaires et périvasculaires habituelles localisées 4 la 

substance grise. Intégrité de la substance blanche. Coloration hémalun-éosine-safran, 
Oc. 6, Ob. ID, Gr. 36, Ecran Wratten 58. 


Fic. 2. — Méme région, pore 37 (Ex. Y. 608), mais les infiltrations cellulaires péri- 
vasculaires prédominent dans la substance blanche et le sillon médian (Idem fig. 1). 


Fic. 3. — Racines nerveuses au voisinage de la moelle dorsale du pore 36 
(Ex. Y. 609). Radiculite interstitielle 4 cellules rondes avec réaction dégénérative des 
fibres nerveuses et de leur gaine de myéline (Idem fig. 1). 
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ll apparait ainsi que l’antigéne obtenu par action du formol 
sur le virus de la maladie de Teschen incorporé a la Janoline est 
apte a susciter chez le porc, en méme temps qu’un processus 
immunitaire, un état d’ajlergie spécifique qui se traduit par des 
phénoménes de choc lorsque, ultérieurement, on inocule par voie 
musculaire le virus lui-méme incorporé a un excipient huileux. 
Ces lipides mal tolérés par les tissus jouent un role important 
4 la fois dans la préparation des sujets par injection d’antigéne 
vaccinant et le déchainement de la réaction consécutive a l’épreuve 
virulente. 

Mais tous les porcs ne possédent pas une égale aptitude A se 
sensibiliser 4 un te] antigéne ; les sujets qui nous ont fourni la 
matiére de la premiére observation ont tous réagi violemment ; 
or, ils appartenaient 4 un lot expérimental formé de deux portées 
provenant du méme élevage ; on ne saurait manquer de rappro- 
cher cette constatation de la notion de prédisposition héréditaire, 
bien établie en allergologie. 

Il convient de souligner que, si les réactions que nous avons 
enregistrées se présentent avec les caractéres objectifs des mani- 
festations d’allergie (compte tenu des variations que l’on observe 
en ce domaine selon l’espéce, Ja race, l’individu), elles se pro- 
duisent dans des délais inusités ; apparaissant le cinquiéme jour, 
elles accusent sur les réactions allergiques de type infectieux un 
retard de deux ou trois jours, 

Enfin, les caractéres particuliers des lésions histologiques rele- 
vées chez les porcs 37, 36 et 34 méritent de retenir l’attention ; 
leur prédominance autour des vaisseaux de la substance blanche 
les rapproche de celles qui ont été observées dans certaines leuco- 
névraxites expérimentales. River et Schwentker [2] ont réussi 
a reproduire chez le singe une encéphalomyélite histologiquement 
semblable A celles observées chez ’homme au cours de vaccina- 
tions antirabiques par exemple; puis Morgan [8], Kabat, Wolf 
et Bezer [4], Halpern, Bertrand et Lhermitte [5], enfin Constan- 
tinesco et coll. [6], ont déterminé des syndromes d’encéphalomyélite 
démyélinisante par injection de substance cérébrale incorporée 
a Vadjuvant de Freund dans la composition duquel entre une 
huile minérale et des bacilles tuberculeux tués dont l’enveloppe 
cireuse potentialise les effets. Or, dans nos essais, les troubles 
allergiques ne sont survenus que chez des sujets ayant recu anté- 
rieurement la substance nerveuse antigénique incorporée a la 
lanoline, alors que de tels accidents ne se produisaient pas chez 
les animaux préalablement traités par le méme antigéne mélangé 
a du gel d’alumine. L’association dans nos mélanges antigéniques 
et, dans notre matériel virulent d’épreuve de substance cérébrale 
et de lanoline ou d’huile minérale, n’est peut-étre pas étrangére 
aux résultats enregistrés. 
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CONCLUSION. 


Le virus de l’encéphalomyélite enzootique des porcs, présenté 
sous forme de broyat d’encéphale formolé incorporé 4 un excipient 
gras, est apte a sensibiliser le pore vis-a-vis d’une épreuve consis- 
fant en l’inoculation intramusculaire de suspension cérébrale 
virulente, incorporée elle-méme a un excipient huileux. L’adju- 
vant lipidique exalte la sensibilisation suscitée par l’injection pre- 
miére d’antigéne et intensifie la réaction consécutive a l’inocula- 
tion seconde de virus. 


Ces constatations donnent 4 penser qu’il y aurait quelque risque 
a mettre en pratique une vaccination reposant sur l’emploi d’un 
mélange de substance nerveuse et d’un adjuvant lipidique tel que 
lanoline ou huile de paraffine. 


SUMMARY 


EXPERIMENTAL SENSITIZATION OF SWINE 
TO THE ENZOOTIC ENCEPHALOMYELITIS ANTIGEN. 


Brain tissue of swine infected with swine enzootic encephalo- 
myelitis virus, mixed with Arlacel A and mayoline 2214, may 
sensitize swine to an intramuscular challenge inoculation of 
virulent brain suspension in an oil vehicle. The lipidic adjuvant 
enhances the sensitization induced by the preparative injection 
of the antigen, and increases the reaction due to the provocative 
injection. 

These findings suggest that it might be dangerous to carry out 
a vaccination technique based on the use of a mixture of brain 
material + lipidic adjuvant (lanolin, or paraffin oil). 
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ETUDE DES MODALITES D’ACTION 
DE QUELQUES SUBSTANCES BACTERIOSTATIQUES 
A L’EGARD DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS 
PAR LA METHODE DES COURBES DE CROISSANCE (°*) 


par S. LAMBIN, A. GERMAN et J. BERNARD (**) 


(Laboratoire de Microbiologie, Faculté de Pharmacie de Paris) 


L’étude de la multiplication microbienne par voie turbidimétri- 
que, nous a permis de rechercher les modalités d’action, a l’égard 
des bactéries, de différentes substances antiseptiques, ufilisées a 
doses sub-bactériostatiques. Dans une premiére série d’essais, 
nous avions suivi l’évolution de cultures réalisées en présence de 
concentrations décroissantes de lantiseptique a l'étude, en effec- 
tuant a Jlélectrophotométre de Meunier des déterminations 
successives de leur opacité a intervalles de deux ou trois heures [4]. 
Disposant par la suite d’un biophotométre enregistreur de Bonet- 
Maury, nous avons repris ces essais dans le but de comparer 
les résultats et les renseignements obtenus par ces deux méthodes. 


I, — ETABLISSEMENT DE LA COURBE DE CROISSANCE NORMALE 
bE Staphylococcus aureus. 


L’appareil que nous avons utilisé a été précédemment décrit [2]. 
Une modification cependant a été apportée a ce premier appa- 
reil : les faisceaux provenant d’une source lumineuse située au 
centre de l’appareil frappent en permanence 6 cuves et 6 cellules 
photoélectriques, l’appareil enregistreur se trouvant mis en rela- 
tion successivement toutes les vingt secondes avec l’une des 
cellules. Les cuves de verre dans lesquelles s’effectuent les cul- 
tures sont des cuves cylindriques de 25 mm d’épaisseur, munies 
en leur centre d’une tubulure latérale perpendiculaire a l’axe 


de la cuve. 


(*) Travail effectué avec l’aide de la Fondation Waksman. 
(**) Société Francaise de Microbiologie, séance du 8 décembre 1960. 
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La correspondance entre le pourcentage de lumiére transmise 
et la quantité de germes présents par ml de culture a été établie 
en se rapportant & une courbe préalablement construite d’aprés 
les résultats obtenus par la méthode de numération microscopique 
indirecte de Wright et Fries. Cet étalonnage permet de transcrire 
les courbes obtenues en portant en abscisse les temps d’incubation 
en heures et en ordonnée Jes pourcentages de lumiére transmise 
et leur correspondance en nombre de germes. La courbe 1 de la 
figure 1 indique le résultat obtenu avec une culture de Staphylo- 


% de lumiére transmise 


Heures 
0 2 4 6 -8 10 12 14 16 
Fic. 1. — Courbes de croissance de St. aureus en présence de différentes substances 


bactériostatiques : 1, témoin ; 2, éthyléne-glycol, 8 g p. 100; 3, 1,5 pentane diol, 
3 gp. 100; 4, éthanol, 3,5 ¢g p. 100. 


coccus aureus (souche Oxford) en eau peptonée (peptone bac- 
tériologique Prolabo) 4 10 p. 1000 et salée 4 5 p. 1000 avec un 
ensemencement initial d’un million de germes par ml, conditions 
adoptées pour les essais ci-dessous décrits. 


‘L’interprétation des résultats obtenus peut étre exprimée aussi 
en coordonnées semi-logarithmiques (fig. 2). En prolongeant 
la droite obtenue jusqu’a sa rencontre avec l’axe des ordonnées, 
on peut constater que cette rencontre s’effectue pour la valeur 
6,0, c’est-a-dire log. 10° germes/ml, qui est bien l’origine de la 
culture telle que nous Vavons effectuée. Cette courbe traduisant 
l’évolution de la courbe normale de Staphylococcus aureus en 
eau peptonée durant Jes premiéres heures de la culture, trans- 
crite en coordonnées semi-logarithmiques, est done représentée 
par une droite partant de l’origine (log 10° germes/ml) ; la partie 
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enregistrable par le biophotométre est représentée en caractéres 
gras et la partie non enregistrable en traits fins. La « phase de 
latence » qui apparait sur la courbe 1 de la figure 1 n’est qu’appa- 
rente ; elle correspond a la limite de sensibilité de 1’appareil 
enregistreur. Dans les conditions de culture que nous avons pré- 
cisées, la multiplication de Sé. aureus se fait sans aucune phase 
de latence. 


—~ 
II. — MopiricaTIoNS DE LA COURBE DE CROISSANCE 
SOUS L’ INFLUENCE D’ AGENTS INHIBITEURS. 


A cdté de la courbe normale de croissance de la culture 
(courbe témoin n° 1) sont tracées sur la figure 1 d’autres courbes 
de croissance de St. aureus en présence de substances bactérios- 
tatiques. La seule interprétation que l’on puisse donner de ces 
courbes est la suivante : la courbe 2 (fig. 1) représente une cul- 
ture microbienne s’effectuant avec le méme temps de génération 
que dans la courbe normale (n° 1); elle suit une direction paral- 
léle dans la partie enregistrable de la courbe; la « phase de 
latence » apparente, par contre, est plus longue. ‘La courbe 3 
traduit au contraire un développement microbien ralenti, la « phase 
de latence » apparente est un peu allongée par rapport a celle 
du témoin et le simple examen de la courbe montre que le temps 
de génération est plus long. La courbe 4 montre également un 
« temps de latence » un peu allongé par rapport au témoin et 
un temps de génération plus long. 


Ces mémes courbes traduites en coordonnées semi-logarith- 
miques (fig. 2) permettent d’obtenir, comme on l’a précédemment 
indiqué [8], des renseignements beaucoup plus précis. Elles per- 
mettent en effet d’interpréter l’évolution des cultures pour des 
concentrations bactériennes inférieures a celles qui sont décelées 
par le biophotométre. L’examen de la figure 2 montre que l’on 
peut ainsi classer les substances bactériostatiques en trois 
groupes d’aprés leur influence sur |’évolution des cultures : tandis 
que les unes ne font que ralentir le taux de croissance au cours 
de la phase exponentielle (ex. courbe 3), les autres suppriment 
la phase exponentielle qui se trouve remplacée par une phase de 
multiplication progressivement ralentie (ex. courbe 4); les troi- 
siémes, ralentissant le taux de croissance initial, dés le début des 
cultures, font apparaitre sur les courbes de croissance une phase 
de latence (ex. courbe 2) qui peut étre réelle ou n’étre qu’appa- 
rente (courbe 2’). 

Nous avons étudié par cette méthode de nombreuses substances 


bactériostatiques appartenant a des groupes chimiques diffé- 
rents (substances chimiothérapiques et antiseptiques). Nous nous 
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sommes efforcés de grouper celles-ci d’aprés leur modalité d’action 
sur la courbe de croissance microbienne. Nous ne saurions donner 
toutes les courbes obtenues ; nous nous bornerons a indiquer par 
un ou deux exemples les différents types d’action que nous avons 
pu observer; pour chacun de ces groupes, nous cilerons les 
autres substances bactériostatiques dont les modalités d’action 
paraissent se rapprocher des exemples donnés. 5 

Pour chaque antiseptique pris comme type, nous indiquerons, 
pour chaque concentration mise en ceuvre, les temps de génération 
de la bactérie et les retards obtenus par rapport au témoin, soit 
le pouvoir ralentissant. Pour établir ces constantes de croissance, 
il faut d’abord calculer (R) le retard de croissance par rapport 


5 @ 


NO 
(oe) 


Partie enregistrée 


@ 
On 


% \umiere transmise 


Partie non enregistrée 


log. nombre germes/ml 
N 
@ 


Heures 


Fic. 2. — Courbes de croissance de St. aureus en coordonnées semi-logarithmiques 
(mémes corps et mémes concentrations que figure 1). 


a la culture témoin. Ce retard est évalué d’aprés le temps néces- 
Saire pour atteindre, & partir d’un ensemencement initial, soit 
No constant (ici 10° germes/ml), une concentration en germes 
arbitrairement fixée; nous avons fixé ici ce nombre Nt A&A 
3 x 10° germes/ml. Ce retard (R) des cultures au moment ow l’on 
atteint la concentration en germes 3 x 10° germes/ml représente 
Ja somme des retards partiels (r) lors de chaque division cellulaire. 

Il peut étre lu directement une paralléle a l’axe des abscisses 
tracée au niveau de Nt, ici au niveau du point représentant 
50 p. 100 de transmission de lumiére, soit 3 x 10* germes/ml. 
R est proportionnel au nombre de divisions nécessaires pour 
passer du nombre de germes ensemencés (No = 10°) au nombre 
de germes arbitrairement fixé (Nt = 3 x 10). 
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ee = (r x n), on peut apprécier le retard de chaque 
division (+ = a en calculant n, c’est-a-dire le nombre de divi- 


sions produites pendant le temps d’observation ¢ séparant No et Nt. 
Il suffit pour le déterminer d’appliquer les données initiales de 
Buchner pour le calcul du temps de génération, soit : 


No l’ensemensement initial = 10°, 
Nt le nombre de germes aprés le temps t = 3 x 10%, 
n le nombre de divisions pendant le temps (, 


on a 
NiveaNorx mm; 

d’ot 
Oia log Nt — log No _ log 3 x 10®— log 10° et 


log 2 log 2 

La valeur R permetira ensuite de calculer Pr p. 100, soit le 
pourcentage d’augmentation du temps de division; ce taux tra- 
duit le « pouvoir ralentissant » du corps étudié pour la bactérie 
en essai, dans les conditions expérimentales précisées et A une 
concentration déterminée. Ce taux offre des bases précises pour 
Vétude d’un nouveau dérivé de la méme série. 


PREMIER GROUPE. — Dans un premier groupe se _ rangent, 
d’aprés les données antérieurement présentées [8], les substances 
qui provoquent un ralentissement régulier de la croissance, celle-ci 
se faisant suivant un rythme exponentiel mais avec un taux de 
croissance plus faible que celle du témoin. Les courbes de crois- 
sance de St. aureus en présence de substances de ce groupe 
prennent la forme de la courbe 8 des figures 1 et 2. Aucun des 
antiseptiques que nous avons étudiés n’a manifesté ce genre 
d’action ; seuls les glycols [3] agissent 4 doses sub-bactériostatiques 
par une simple augmentation du temps de génération. 


DreuxiimME GRouPE. — Dans ce groupe se rangent les substances 
provoquant un ralentissement progressif du taux de croissance, 
lequel ne se fait plus suivant un rythme exponentiel. Les courbes 
de croissance de St. aureus en présence de substances de ce groupe 
prennent la forme de la courbe 4 des figures 1 et 2, c’est-a-dire 
que le prolongement de la partie enregistrée de la courbe coupe 
l’axe des abscisses en un point qui est situé 4 gauche de l’origine ; 
ceci ne peut s’expliquer que par un ralentissement progressif du 
taux de croissance ; cette interprétation se trouvera confirmée par 
l’étude des courbes obtenues avec le benzoate de sodium. 
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Modalité d’action du benzoate de sodium. — La figure 3 repré- 
sente les courbes enregistrées avec le biophotométre, avec des 
concentrations de 2, 4, 6, 8 et 10 g p. 1000 ml. Ces courbes 
montrent que la « phase de latence » apparente se trouve un peu 
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<a ht 
(e,) 
re) 
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Fic. 3. — Courbes de croissance de St. aureus en présence de benzoate de sodium ; 
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; , We : 
Fic. 4. — Courbes de croissance de St. aureus en présence de benzoate de sodium 
en coordonnées semi-logarithmiques (mémes concentrations que figure 3). 


plus allongée pour chaque augmentation de concentration et que 
le taux de croissance est plus faible en présence de Vantiseptique ; 
il est nettement visible que les courbes s’allongent et méme s’apla- 
uussent tout a fait pour les fortes concentrations. La figure 4 repré- 
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sente les mémes courbes traduites en coordonnées semi-logarith- 
miques. Dans la partie enregistrée nous voyons qu’aux faibles 
doses la croissance demeure exponentielle, en apparence tout au 
moins, tandis que pour les fortes doses le ralentissement pro- 
gressif du taux de croissance est nettement visible. Si l’on prolonge 
ces courbes jusqu’a leur rencontre avec ]’axe des abscisses, on 
s'apercoit que toutes les courbes coupent celui-ci A gauche de 
l’origine. Ceci peut se traduire, comme nous l’avons déja dit, par 
une diminution progressive du taux de croissance qui ne se fait 
plus suivant un rythme exponentiel mais diminue peu a peu 
depuis l’origine. ‘Le tableau I indique les temps de génération 
moyens pour chaque concentration d’antiseptique, les retards de 
croissance et le pouvoir ralentissant. 


Tasteau I. — Pouvoir ralentissant du benzoate de sodium. 
No = 105 Ni = 3108 nik =8.2- 
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Les antiseptiques du deuxiéme groupe sont donc ceux qui pro- 
voquent un ralentissement progressif de la croissance, laquelle ne 
se fait plus suivant un rythme exponentiel : ce fait se traduit sur 
la courbe enregistrée par un faible allongement de la « phase de 
latence » apparente et surtout un aplatissement de la courbe ; 
sur la courbe semi-logarithmique, par l'aboutissement des courbes 
en des points situés a gauche de l’origine, par un ralentissement 
de la croissance, avec des temps de génération s’allongeant pro- 
gressivement. 


Parmi les corps que nous avons étudiés, 4 cété du benzoate de 
sodium peuvent étre rangés dans ce groupe : le phénol, Vortho- 
chlorophénol, le para-aminophényl-sulfamide (1162 F), l’alcool 
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éthylique, la thiosemicarbazone de la p-benzo-quinone-guanyl- 
hydrazone, le fluorure de sodium et le salicylate de sodium. 


TROISIEME GROUPE. — Dans ce groupe se rangent les antisep- 
tiques provoquant l’apparition d’une phase de latence. La courbe 
de croissance de Sé. aureus se multipliant en présence d’un anti- 
septique de ce groupe prend la forme de la courbe 2 de la figure 1. 
Nous avons dit ci-dessus que cette phase de latence peut n’étre 
qu’apparente ; dans ce cas la forme de la courbe s’explique par 
une augmentation progressive du taux de croissance, ce qui peut 
se traduire par la courbe 2’. Nous verrons dans quel cas s’applique 
lune ou l’autre de ces deux modalités. 

Nous donnerons trois exemples des antiseptiques de ce groupe : 
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Fic. 5. — Courbes de croissance de St. aureus en présence de lauryl-sulfonate de 


sodium: T, témoin; 1, 4 mg p. 1000; 2, 6 mg p. 1 000; 3, 8 mg p. 1 000; 
4, 10 mg p. 1000;5,12 mg p. 1000. 


le lauryl-sulfonate de sodium qui représente un exemple de mode 
d’action intermédiaire entre celui des corps du premier et du 
troisiéme groupe, le mercurothiolate de sodium et l’hexachloro- 
phéne (G II). 


a) Modalité d'action du lauryl-sulfonate de sodium. — La 
figure 5 représente les courbes, enregistrées par le biophoto- 
métre, de la croissance de St. aureus en présence de 4, 6, 8, 10, 
12 mg de lauryl-sulfonate de sodium pour 1 000 ml. Ces courbes 
permettent d’observer l’augmentation du «temps de _ latence » 
apparent. Le taux de croissance est légérement diminué par rap- 
port a celui du témoin ; ceci est visible surtout dans la partie 
initiale des courbes. La figure 6 représente les mémes courbes 
traduites en coordonnées semi-logarithmiques. Avec les faibles 
concentrations nous retrouvons la forme des courbes obtenues 
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avec les antiseptiques du premier groupe, c’est-d-dire que les 
courbes convergent vers un point et mettent en évidence le ralen- 
tissement régulier du taux de croissance qui demeure exponentiel. 
Avec les fortes concentrations, le prolongement de la partie 
visible de la courbe n’aboutit plus 4 l’origine, mais se trouve 
décalé vers la droite, mettant en évidence une phase de latence 
qui peut étre réelle ou n’étre qu’apparente, comme nous |’avons 
déja dit plus haut. 
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Fic. 6. — Courbes de croissance de Sit. aureus en présence de lauryl-sulfonate de 
sodium, en coordonnées semi-logarithmiques (mémes concentrations que figure 5). 


Tasteau II]. — Pouvoir ralentissant du lauryl sulfonate de sodium. 
No = 106 Nt=3 x 108 n= 8,2. 
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b) Modalité d’action du mercurothiolate de sodium. — La 
figure 7 représente les courbes enregistrées en présence de 50, 
75, 100, 125 et 150 wg de ce corps pour 1 000 ml. Ces courbes 


% \umiére transmise 


Heures 


Fic. 7. — Courbes de croissance de St.- aureus en présence de mercurothiolate de 
sodium : T, témoin ; 1, 50 pg p. 1 000; 2, 75 wg p. 1 000; 3, 100 wg p. 1 000; 
4, 125 pg p. 1000; 5,150 ug p. 1000. 


log. nombre germes/ml 


Fic, 8. — Courbes de croissance de St. aureus en présence de mercurothiolate de 
sodium (mémes concentrations que figure 7). 


montrent également une augmentation apparente de la « phase 
de latence » et un développement des germes ralenti dans les pre- 
miéres heures de la culture, et qui parait ensuite paralléle au 
développement des germes témoins dans la derniére partie du 
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développement microbien. La figure 8 représente les mémes 
courbes traduites en coordonnées semi-logarithmiques. Dans la 
partie enregistrée des courbes nous voyons que, pour la pre- 
miére concentration réalisée (60 pg p. 1000), la croissance se 
traduit par une droite, puis pour des concentrations plus fortes, 
ce n’est plus une droite mais une ligne brisée qui représente la 
croissance microbienne. Si on prolonge ces droites jusqu’a l’axe 
des abscisses, elles coupent cet axe en des points qui se trouvent 
tous 4 droite de l’origine. Ces droites figurées dans la partie non 
enregistrée du schéma représentent-elles bien la croissance des 
germes ? Si elles représentent réellement la croissance dans sa 
partie non enregistrable, on peut supposer qu’il y a, en présence 
de cet antiseptique, une phase de latence réelle, d’autant plus 
longue que l’antiseptique est en quantité plus élevée dans le milieu 


TasiraAu II]. — Pouvoir ralentissant du mercurothiolate de sodium. 
No = 106 Nt =3 x 108 n = 8,2. 
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de culture. Mais si, au contraire, la partie non enregistrée corres- 
pond a une multiplication des germes a4 un taux ralenti, augmen- 
tant peu & peu, la croissance peut étre représentée par les lignes 
pointillées. Dans le cas du mercurothiolate de sodium, nous pou- 
vons supposer que cette forme de courbe est celle qui correspond 
a Ja réalité, puisque, dans la partie enregistrée de la courbe, nous 
voyons le taux de croissance continuer 4 augmenter. Cet anti- 
septique agirait donc en freinant le départ de la multiplication 
dont le taux augmente peu a peu et arrive a égaler le taux de 
croissance des germes témoins. Le tableau III indique le pouvoir 
ralentissant calculé pour chaque concentration mise en experience 
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et qui, étant donné la forme des courbes, ne peut représenter 
qu’une moyenne. 


c) Modalité d’action de l’hexachlorophéne (GI). — La figure 9 
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Fic. 9. — Courbes de croissance de St. aureus en présence d’hexachlorophéne : 
T, témoin ; 1, 5 pg p. 1 000; 2, 10 pe p. 1 000; 3, 15 we p. 1 000; 4, 20 peg 
p. 1000; 5, 30 wg p. 1000. 
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Fic. 10. — Courbes de croissance de St. aureus en présence d’hexachlorophéne, en 
coordonnées semi-logarithmiques (mémes concentrations que figure 9). 


représente les courbes de croissance de St. aureus enregistrées en 
présence d’hexachlorophéne a des concentrations de 5, 10, 15, 20 
et 80 wg pour 1000 mj. Ces courbes montrent que la « phase de 
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latence » apparente se trouve d’autant plus allongée que la concen- 
tration de l’antiseptique augmente. La multiplication parait 
s’effectuer ensuite avec la méme vitesse que dans le témoin et 
les courbes obtenues sont sensiblement paralléles a la courbe 
témoin. La figure 10 représente les mémes courbes en coordonnées 
semi-logarithmiques, La partie enregistrée de ces courbes se 
présente comme une série de droites qui, si on les prolonge, abou- 
tissent sur l’axe des abscisses en des points situés a droite de 
lorigine. Cet antiseptique parait donc provoquer une phase de 
latence véritable, car rien ne permet d’affirmer que la croissance 
débute lentement pour atteindre, avant que l’enregistrement ne 
commence, c’est-a-dire avant que le développement microbien 
soit suffisant pour devenir enregistrable, un taux égal a celui de 
la croissance des germes témoins. On pourrait supposer que cer- 
tains germes sensibles ne se développent pas en présence de |’anti- 
septique et que les germes résistants seuls se multiplient, ce qui 
expliquerait que l’origine de la culture ne soit plus No = 10° mais 
un nombre inférieur. Dans ce cas il ne s’agirait pas d’une phase 
de latence, mais pour avoir le point de départ de la culture, il 
faudrait prolonger les droites jusqu’a leur rencontre avec l’axe 
des ordonnées en des points situés en dessous de 6,0. Mais ceci 
reste une hypothése. 


Tasteau IV. — Pouvoir ralentissant de l’hexachlorophéne. 
Norn 05 ING "See 102 eri S52. 
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(Le tableau IV indique les retards de croissance obtenus pour 
chaque concentration d’antiseptique, ainsi que les temps de géné- 
ration ; ceux-ci sont calculés entre les valeurs No et Nt, ce sont 
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done des moyennes puisque, dans la partie enregistrable des 
courbes, les temps de génération sont les mémes en présence ou 
en absence d’antiseptique. 


Dans le troisitme groupe d’antiseptiques nous avons donc 
rangé les corps provoquant l’apparition d’une phase de latence 
réelle ou apparente. Nous avons donné trois exemples qui 
illustrent trois sous-groupes : 


a) Les antisepliques qui, aux faibles concentrations, n’entrainent 
qu’un ralentissement du taux de multiplication, ce qui pourrait 
les faire ranger dans le groupe I, mais qui, pour des doses plus 
élevées, permettent d’observer l’apparition d’une phase de latence. 
Les courbes enregistrées montrent un allongement de la partie 
initiale de la courbe pour les fortes concentrations seulement. 
Les courbes semi-logarithmiques permettent d’observer la conver- 
gence des courbes vers un point commun pour les faibles doses 
et un décalage des courbes vers la droite pour les fortes doses. 
Le lauryl sulfonate de sodium est le type d’antiseptique examiné 
entrant dans ce sous-groupe. 


b) 'Les antiseptiques qui, quelle que soit la dose utilisée pro- 
voquent toujours l’apparition d’une « phase de latence » appa- 
rente, c’est-a-dire qui provoquent, en fait, un freinage du début 
de la croissance microbienne. Cec: se traduit sur la courbe enre- 
gistrée par un allongement de la partie initiale de la courbe, 
sur la courbe semi-logarithmique par une augmentation progres- 
sive du taux de croissance, laquelle n’est apparente que dans la 
portion enregistrée de la courbe de croissance. Nous avons donné 
comme exemple le mercurothiolate de sodium, nous pouvons 
ajouter a ce groupe : le formaldéhyde, le borate de phénylmer- 
cure, le nitrate de phénylmercure. 


c) Les antiseptiques qui, quelle que soit la dose mise en ceuvre, 
provoquent toujours l’apparition d’une phase de latence et pour 
lesquels rien n’indique que cette phase ne soit pas réelle. Ceci 
se traduit : sur la courbe enregistrée par des courbes qui sont 
sensiblement paralléles a Ja courbe de croissance des germes 
témoins, mais qui sont simplement décalés vers la droite, fai- 
sant apparaitre une phase de latence allongée; sur la courbe 
semi-logarithmique par des droites qui sont sensiblement paral- 
Iéles entre elles et qui, si on les prolonge, aboutissent sur l’axe 
des abscisses en des points situés a droite de l’origine. Nous 
avons donné comme exemple de ce groupe de substances bacté- 
riostatiques Vhexachlorophéne, nous pouvons y ajouter le chlo- 


rure mercurique, le sulfate d’orthoxyquinoléine, l’iode et la 
chloramine T, 
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III. — Comparaison DES RESULTATS OBTENUS 
AVEC LE BIOPHOTOMETRE ENREGISTREUR DE Bonet-MaurRy 
ET L’ELECTROPHOTOMETRE DE MEUNIER. 


Les expériences que nous avons poursuivies lors de la premiére 
partie de notre travail, et dont les résultats ont été donnés 
ailleurs [4], ont é1é conduites dans des conditions expérimentales 
légérement différentes. En effet, dans la seconde série d’essais, 
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Fic. 11. — Courbes de croissance de St. aureus enregistrées avec le photometre de 
Meunier, en présence de différentes concentrations d’un antiseptique. 


x 


ici présentée, nous avons été amenés 4 modifier : la composition 
du milieu de culture, les récipients de culture : les fioles d’Erlen- 
meyer antérieurement utilisées permettaient une aération plus 
importante des cultures que les cuves du biophotométre ; par 
contre, les cuves permettaient une agitation constante et inin- 
terrompue, tandis que dans les fioles d’Erlenmayer nous devions 
agiter les cultures toutes Jes deux ou trois heures au moment 
des lectures. Les résultats obtenus par les deux méthodes ne 
sont donc pas absolument comparables, mais nous voudrions 
cependant noter les renseignements que l’on peut tirer de chacune 


de ces méthodes. 


442 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Nous donnons ci-avant (fig. 11) a titre d’exemple, les courbes 
de croissance de St. aureus obtenues en présence d’un antisep- 
tique en utilisant la méthode des lectures au photométre de 
Meunier. En comparant cette courbe a une de celles que nous 
avons obtenues au biophotométre, nous voyons qu’avec le photo- 
métre de Meunier nous suivons la multiplication des germes 
depuis 100 millions de germes/ml environ jusqu’a 2400 mil- 
lions/ml, avec le biophotométre enregistreur de 50 millions 
environ jusqu’& 1200 millions seulement. Avec ce dernier 
appareil, lorsque la multiplication des germes atteint ce taux, 
toutes les courbes se trouvent au méme niveau quel que soit 
le développement ultérieur des cultures. Dans exemple choisi 
(fig. 11), nous avons tracé une ligne correspondant a 1 200 millions 
de germes/ml, soit A la limite de sensibilité du biophotométre 
enregistreur. Toutes les courbes qui sont au-dessus de cette 
ligne se trouvent confondues lors de |’enregistrement au biopho- 
tométre ; or, certains antiseptiques, ainsi que nous l’avons 
observé [41], ralentissent encore la croissance de St. aureus dans 
la partie terminale du développement, et cecil passe inapercu 
lorsque l’enregistrement est effectué avec le biophotométre : c’est 
le cas du lauryl sulfate de sodium, d’autres au contraire favo- 
risent la multiplication des germes dans cette zone, c’est le cas 
de lViode en solution dans l’iodure de potassium a certaines 
concentrations. Cependant, il faut noter que c’est un inconvénient 
mineur, car c’est dans la partie initiale des courbes de croissance 
qu’il est le plus intéressant d’observer le mode d’action des 
antiseptiques. 


CoNCLUSION. 


Nous avons étudié, 4 l’aide du biophotométre enregistreur de 
Bonet-Maury, les modalités d’action de certaines substances chi- 
miques bactériostatiques sur la croissance de St. aureus. Nous 
avons essayé de classer ces substances suivant leur mode d’ac- 
tion sur la courbe de croissance de ces germes, et nous avons 
pu les répartir dans les trois grands groupes préalablement 
définis. Dans le premier groupe se rangent les substances qui, 
comme certains solvants organiques, ne font qu’augmenter le 
temps de génération des bactéries. Dans le deuxiéme groupe 
se situent les corps bactériostatiques qui provoquent un ralentis- 
sement progressif du taux de croissance, laquelle ne se fait plus 
suivant un rythme exponentiel (exemples : thiosemicarbazone de 
la p-benzoquinone-guanyl-hydrazone, phénol, orthochlorophénol, 
para-amino-phényl-sulfamide (1162 F), alcool éthylique, benzoate 
de sodium, fluorure de sodium, salicylate de sodium). Dans le 
troisiéme groupe, nous avons rangé les substances qui provoquent 
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apparition d’une phase de latence réelle ou apparente. Nous 
avons donné trois exemples qui illustrent trois sous-groupes 
4 lintérieur de ce troisiéme groupe : 


a) Les substances qui, & faibles doses, n’aménent qu’un ralen- 
tissement du taux de multiplication depuis l’ensemencement, mais 
qui, a fortes concentrations, provoquent l’apparition d’une phase 
de latence (exemple : lauryl sulfonate de sodium), 


b) Les substances qui, quelle que soit la concentration réalisée, 
provoquent toujours l’apparition d’une phase de latence appa- 
rente, c’est-a-dire qui provoquent un freinage de la croissance 
dans sa partie initiale (exemple : mercurothiolate de sodium, 
formaldéhyde, borate de phényl mercure, nitrate de phényl mer- 
cure). 


c) Les substances qui, quelle que soit la concentration réalisée, 
provoquent toujours l’apparition d’une phase de latence et pour 
lesquelles rien n’indique que cette phase ne soit pas réelle 
(exemple : hexachlorophéne, chlorure mercurique, sulfate d’ortho- 
xyquinoléine, iode, chloramine T). 


SUMMARY. 


MECHANISM OF ACTIVITY OF CERTAIN BACTERIOSTATIG SUBSTANCES 
on Staphylococcus aureus BY MEANS OF THE STUDY 
OF GROWTH-CURVES. 


Study, by means of Bonet-Maury’s recording biophotometer, 
of the mechanism of action of certain chemical bacteriostatic subs- 
tances on St. aureus. The substances are classified according to 
their mechanism of action on the S. aureus growth-curve ; they 
can be divided into the three main groups previously defined. 


To the first group belong substances which, like certain organic 
solvants, induce a delayed generation time of the bacteria. The 
second group comprises substances inducing a progressive slowing 
down of growth, which does not follow an exponential rhythm 
(e.g. : p-benzoquinone-guanyl-hydrazone-thiosemicarbazone, phe- 
nol, orthochlorophenol, p-aminophenyl-sulfanilamide (1162 F), 
ethyl alcohol, sodium benzoate, sodium fluoride, sodium salicy- 
late). In the third group are classified substances inducing an 
actual or apparent latent phase. The three following examples 
are given from three sub-groups : 

a) Substances which at low dosages induce only a slowing down 
of the growth, but provoke at high concentrations the appearence 
of a latent phase (e.g. : sodium lauryl sulfonate). 
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b) Substances which always induce an apparent latent phase, 
whichever concentration used, i.e. reduce the initial growth period 
(e. g. : sodium mercurothiolate, formaldehyde, phenyl mercury 
borate, phenyl mercury nitrate). 


c) Substances which constantly induce a latent phase, whichever 
concentration used, nothing suggesting this phase to be apparent 
only (e. g. : hexachlorene, mercury chloride, orthoquinoleine sul- 
fate, iodine, chloramine T). 
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ETUDE DE LA SENSIBILITE ACTUELLE DU GONOCOQUE 
AUX PRINCIPAUX ANTIBIOTIQUES 


par V. ROIRON, G. RASETTI-NICOD et P. DUREL (*). 


(Institut Alfred-Fournier, Paris) 


Chacun des antibiotiques découverts depuis vingt ans s’est 
montré capable, a petites doses, de guérir la gonococcie. Bien des 
auteurs ont écrit que cette guérison pouvait étre obtenue, par 
exemple, par 300 000 unités de pénicilline ou par 1 g de strepto- 
mycine. 


Cette facilité a pu laisser croire que la gonococcie ne posait 
plus de probléme ; or, si la gravité de la gonococcie est actuelle- 
ment sans rapport avec ce qu’elle était, le nombre des cas ne 
varie guére depuis dix ans ; il. a méme tendance a augmenter dans 
certains pays. La persistance de la morbidité gonococcique, malgré 
les moyens de lutte que nous possédons, doit nous préoccuper. 


Comme toujours apres les guerres, la morbidité gonococcique 
était élevée aprés la derniére, mais c’est 4 ce moment que la péni- 
cilline put étre largement employée. Grace a cet antibiotique, le 
nombre de cas déclarés subit une forte baisse de 1946 4 1950, mais, 
depuis 1950, ce nombre est resté sensiblement étale dans la plu- 
part des pays, comme le montrent les chiffres du tableau I (1). 


Bien entendu, ces chiffres ne couvrent pas tous les cas de gono- 
coccie, car beaucoup ne sont pas déclarés ; ils gardent cependant 
leur valeur comparative. 


Les raisons de la persistance de la morbidité sont nombreuses : 
silence clinique de la maladie chez la femme, modification des 
habitudes sexuelles (réle de plus en plus important des mineurs 
et des homosexuels) et moindre sensibilité des souches de gono- 
cogues a la pénicilline et & la slreptomycine, principaux antibio- 
tiques utilisés dans la gonococcie. 


(*) Manuscrit recu le 29 novembre 1960. 

(1) Nous remercions les autorités qui ont bien voulu nous fournir 
ces chiffres (ceux du Danemark ne sont pas encore officiellement homo- 
logués pour les deux derniéres années). 
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Tasteau I. — Gas de gonococcie déclarés aux autorités sanitaires pour quelques pays. 
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Nous ne nous occupe- 
rons ici que de ce dernier 
aspect de la question. 


I. — APPARITION 
ET EXTENSION 
DE LA RESISTANCE. 


Lors de la découverte 
de l’action antigonocci- 
que des sulfamides, en 
1937, toutes les souches, 
ou presque, étaient sen- 
sibles; la résistance est 
apparue en 1946, d’abord 
en Italie, semble-t-il, puis 
dans le sud-est et le cen- 
tre de la France, pour se 
généraliser ensuite. 

Les échecs du_ traite- 
ment a la pénicilline sem- 
blent avoir fait leur appa- 
rition en Corée, en 1957- 
1958, ot ils sont étudiés 
par Bernstein (1958), par 
Epstein (1959). Jusqu’a 
cette époque, une dose de 
300 000 U. de pénicilline, 
type PAM, donnait satis- 
faction dans  Jlurétrite 
masculine ; Gjessing par 
exemple (1956), en Nor- 
vége, ne notait que 2,9 
p. 100 d’échecs sur 1 115 
malades. Epstein, par 
contre, au cours du pre- 
mier trimestre de 1958, 
avait 28 échecs chez 148 
soldats aprés 3 000 000 U. 
de pénicilline-procaine en 
suspension aqueuse don- 
nées en cinq jours, et 4 
de ces échecs ne guérirent 
pas aprés une deuxiéme 
cure semblable. 

La résistance de l’uré- 
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trite masculine 4 des doses de 300 000 ou de 600 000 U. de péni- 
cilline est signalée 4 peu prés en méme temps en Angleterre 
ou elle est étudiée par Curtis et Wilkinson (1958), par Gradock- 
Watson, Shooter et Nicol (1958). Depuis, les cas sont de plus 
en plus nombreux et se notent dans divers pays. 

Avec la streptomycine, quelques échecs isolés furent signalés 
par Ryan (1952), Zierz et Jacob (1954), etc. C’est surtout en 
France, ot l’on avait une crainte — abusivement élargie d’ailleurs 
(Durel et Borel, 1958) — de décapiter une syphilis par la péni- 
cilline, que la streptomycine fut largement employée dans la 
gonococcie. Les premiers résultats furent excellents, ils sont 
actuellement insuffisants. 

Avec la streptomycine, il s’agit de résistance vraie, ne cédant 
pas a l’augmentation des doses, et la situation ne peut qu’empirer. 
Une observation comme celle de Martres, Bonjean et Philip 
(1959) ot Vurétrite gonococcique persista malgré 14 injections 
de 1 g chaque jour, de streptomycine, n’étonne pas lorsque |’on 
voit jusqu’ott monte la résistance in vitro. 

Nous indiquerons plus loin (tableau V) la correspondance entre 
la sensibilité des souches par nous étudiées et le résultat théra- 
peutique. 

Les autres antibiotiques gardent, jusqu’ici, leur activité mais 
leur introduction est moins ancienne et on ne peut présager de 
l’avenir. 


II. — EtTupbEs suR LA SENSIBILITE DES SOUCHES. 


La crainte de voir diminuer la sensibilité du gonocoque aux 
antibiotiques, comme ce fut le cas pour les sulfamides, a, depuis 
le début, préoccupé les spécialistes et diverses études furent 
faites pour saisir l’apparition de la résistance ou, tout au moins, 
d’une baisse de sensibilité pouvant donner l’alarme. Les pre- 
miéres études ne permirent pas de noter de modification de la 
sensibilité ; celle-ci s’observa plus tard, 4 peu prés en méme 
temps que les échecs cliniques. 

En effet, Love et Finland (1955) trouvent une sensibilité iden- 
tique des souches isolées par eux en 1945-1949 et de celles isolées 
en 1953-1954; ceci vis-a-vis de 11 antibiotiques. Un nouveau 
contréle effectué dans le méme laboratoire par Hirsch et Finland 
(1960) sur des souches recueillies d’aott 1958 a février 1959 
retrouve a peu prés les mémes résultats malgré une certaine 
résistance clinique a la pénicilline. 

Par contre, Reyn, Korner et Weis-Bentzon (1958) étudiant, 
dans un trés beau travail, la sensibilité, vis-a-vis de la pénicilline 
et de la streptomycine, de souches isolées en 1944 (et conservées 
lyophilisées depuis cette date) et de souches isolées en 1956-57, 
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constatérent que certaines souches exigeaient des taux plus élevés 
pour étre inhibées. C’est ainsi que, pour la pénicilline, la sensibi- 
lité allait de 0,0038 a 0,024 pg/ml pour 90 souches de 1944 alors 
qu’elle était de 0,0055 a 0,43 wg/ml pour 103 souches de 1957 
(une autre série de 100 souches, envoyées spécialement en 1957 
pour une étude de leur sensibilité, demandait 0,0028 a 0,50 pg/ml). 
Visaa-vis de la streptomycine, les 88 souches isolées en 1944 
étaient inhibées par 3 a 11 pg/ml, alors que 4 des 203 souches 
de 1957 poussaient abondamment, malgré la présence du taux 
(énorme) de 2 048 pg/ml. 

Curtis et Wilkinson (1958) étudiérent les souches de 302 malades 
consultant en 1957. Parmi elles : 12,6 p. 100 nécessitérent 
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0,250 U/ml de pénicilline pour étre inhibées, 1,6 p. 100 exigérent 
0,5 U/ml. Or, on considérait, avant 1955, que toutes les souches 
étaient inhibées par 0,125 U/ml. Trois souches étaient résistantes 
a la streptomycine. 

Cradock-Watson, Shooter et Nicol (1958) isolérent 200 souches. 
d’octobre 1957 a février 1958 : 8 p. 100 ne furent inhibées que par 
0,256 U/ml de pénicilline ; 2,5 p. 100 demandérent 0,512 U/ml. 
Ces auteurs ne trouvérent pas de souches résistantes a la strepto- 


mycine (qui d’ailleurs n’est pas employée en Angleterre contre la 
gonococcie). 
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I] est frappant de voir la baisse de la sensibilité 4 la pénicilline 
des souches isolées d’année en année. 

Dans les chiffres du tableau H, les résultats sont exprimés 
en p. 100, les concentrations voisines ont été groupées, les concen- 
trations publiées en peg ont été converties en unités. 


III. — RecnercHes PERSONNELLES. 


Notre but a été de voir quelle était la situation en France ou, 
au contraire des autres pays, on utilise peu la pénicilline et beau- 
coup la streptomycine. 

Grace a la coopération de vénéréologues (2) de divers Services 
parisiens, nous avons pu étudier, dans notre laboratoire du 
Centre des Urétrites, a l'Institut Fournier, la sensibilité de 399 
souches de gonocoques isolées d’octobre 1958 a février 1960. 


Méruopse. — A l’exception d’une femme et de quatre fillettes, tous 
les malades étaient des hommes. 

Les souches étaient, évidemment, prélevées avant traitement de 
lurétrite actuelle. 

Les prélévements étaient effectués sur place a l'aide d’écouvillons 
stériles de coton, introduits ensuite dans le milieu de transport (3) et 
apportés au laboratoire dans la journée. 

Dés réception, les ensemencements étaient faits a la surface d’une 
boite de Petri contenant notre milieu de culture (4), & base de plasma 
de cheval. 

Les boites étaient placées a 1’étuve & 36° en atmosphére enrichie en 
CO, par une bougie allumée dans une boite hermétiquement close 
et contenant un récipient d’eau. Au bout de vingt-quatre heures, les 
colonies de gonocoques (contrélées par un examen microscopique et 
la réaction d’oxydation) étaient repiquées. Au besoin, les repiquages 


(2) Nous remercions vivement M. Delouche (hépital Saint-Louis, Service 
du D* Delinotte), ainsi que MM. Pagés, Sersiron, Siboulet et Piguet, 
de la collaboration qu’ils ont bien voulu nous accorder si aimablement. 


(3) Milieu de transport : 


(CPA SSGS: Bent aC OIE US ROR acicicicic cic’ SMOG rrp fac cite kop ese Si. 
Peptone “bactériologique <5. 0. e.l0+ceelecieriees sores ane 20g. 
INcidempramino-benzorgques qact saints se etree aa 0,1 g 
Soluttion'de! cristal yioletras 1 <p, 100) eerie se ae ierieieie vi 0,5 ml 
Pia RGistill Gomes setts hectare vies < serena sere, «re Q.S.P. 1000 ml 


Répartir en tubes de 10 x 120 mm, 2 ml par tube, stériliser 4 l’auto- 
clave, trente minutes 4 120°. 

(4) Milieu de culture (Roiron, 1954) : 

A. — Ajouter a 100 g de viande de bceeuf, dégraissée et hachée, 


500 ml d’eau du robinet. Alcaliniser par 15 ml de NaOH N et chauffer 
cing minutes A 75°-80°. Aprés refroidissement 4 40°, ajouter 0,2 g de 
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étaient répétés plusieurs jours de suite jusqu’a l’obtention d’une 
culture pure qui était ensuite identifiée par l'étude des fermentations 
sucrées. 

Pour l’étude de la sensibi'ité aux antibioltiques, ces derniers furent 
incorporés 4 doses croissantes au méme milieu de culture fluidifié et 
refroidi & 55° et ensuite coulé en boites de Petri. Dans chaque série, 
une boite ne contenant pas d’antibiotique servait de témoin de pousse. 

Au début du travail un ensemencement direct fut utilisé, mais 
ensuite on adopta l’ensemencement d’une suspension de germes en 
«sérum physiologique évaluée a 25 x 10° germes par millimétre cube. 
Les deux sortes d’ensemencements ont donné des résultats sensiblement 
comparables ; mais la suspension, au cours des tests de sensibilité 
répétés pour les mémes souches, s’est montrée plus fidéle. 

Chaque boite de Petri recevait de 4 4 6 souches différentes ense- 
mencées sur 2 cm? de surface, un espace de méme valeur au moins 
était prévu entre les souches (fig. 1). 

La sensibilité aux antibiotiques de 112 souches fut étudiée paralle- 
lement par la méthode des dilutions telle qu’elle est décrite plus haut 
et par celle des disques (de 1]’Institut Pasteur), les ensemencements 
étant faits avec la méme suspension de germes. 

Pour l’étude de la sensibilité aux sulfamides on ajouta au milieu 
20 p. 100 de globules rouges de cheval hémolysés (solution 4 20 p. 100) 
pour inhiber l’action antisulfamide que pouvait posséder le milieu (Nitti 
et coll., 1941 et 1942). 

La technique de l’isolement du gonocoque étant trop longue pour 
permettre 4 la plupart des laboratoires des Services de l’utiliser cou- 
ramment, nous avons également essayé d’établir des antibiogrammes 
sur Vensemble des sécrétions urétrales, ensemencées a la surface de 
deux boites de Petri contenant le milieu habituel. Des disques d’anti- 
biotiques étaient placés a leur surface. 


La lecture des boites était faite aprés quarante-huit heures d’incu- 
bation. A ce moment, la surface était aspergée avec une solution 
a 1 p. 100 de chlorhydrate de p.diméthyl-phényléne-diamine fraichement 


poudre de trypsine (préparée 4 partir de pancréas de porc, Laboratoire 
Choay, Paris) et placer Je tout 4 l’étuve A 37° pendant six heures. Au 
bout de ce temps, arréter la digestion trypsique par 0,7 ml d’acide 
acétique et par dix minutes d’ébullition. Garder au frais la nuit. Le 
lendemain, filtrer sur gaze et sur papier. 

B. — D’un autre cété, disoudre 12,5 g de gélose dans 500 ml d’eau 
salée 4 1 p. 100 de NaCl. 

C. — Mélanger a parties égales A et B, ajouter 1 g de glucose et 
5 g de PO,Na,H cristallisé. Ajuster le pH & 7,4 avec NaOH N. Répartir 
en ballons et autoclaver 4 110° pendant trente minutes. 

Au moment de l’emploi, fluidifier un ballon du milieu au_bain- 
marie, laisser refroidir & 50°-60° et ajouter 20 p. 100 de plasma de 
cheval, trop riche en glucose par lui-méme. 


Le milieu sans plasma se conserve six mois A la température du 
laboratoire, 
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préparée. Grace a la clarté du milieu, la réaction d’oxydation était 
visible d’emblée et rendait la lecture trés facile. La sensibilité de la 
souche était définie par la dose minima inhibant complétement la 
pousse du germe dans la boite 4 laquelle Vantibiotique était incorporé. 


Reésuttats. — Les sensibilités sont exprimées en unités ou 
en pg par millilitre de milieu. « Sensible a » veut dire évidem- 
ment > a telle concentration ; « résistant » veut dire <. 


aR 2 
i Sensibilite 


: 
Cia Bonecodss 
é t 


a@ la 


STREPTOMYCINE 


Te see 


* DOK 


Fie. 1. — Sensibililé de six souches de gonocoques d la streplomycine (méthode des 
dilutions). Six différentes souches sont ensemencées a la surface de chaque boite de 
Petri contenant différents taux de streptomycine ; la boite témoin n’en contient 
pas. La réaction d’oxydation a noirci la pousse microbienne. Les souches III ct IV 
ont été inhibées par 5 ug/ml de streptomycine, la souche V a donné quelques colo- 
nies 4 cette concentration mais a été inhibée par 10 yg. Les souches J et II n’ont 
été inhibées que par 50 yg et la souche VI a résisté au taur de 1000 wg par milli- 
litre de streptomycine. 


Pénicilline G (sel de sodium). — Nombre total de souches : 327. 


Souches sensibles a 0,025 U. (0,015 pg) /ml : 165 = 50,4 p. 100 
Souches sensibles a 0,050 U. (0,030 pg) /ml : 72 = 22 p. 100 
Souches sensibles 4 0,100 U. (0,060 pg) /ml : 53 = 16,2 p. 100 
Souches sensibles a 0,250 U. (0,150 pg) /ml : 18 = 5,5 p. 100 
Souches sensibles 4 0,500 U. (0,800 pg) /ml : 15 = 4,6 p. 100 
Souches sensibles a 1 Uc (0,600 we) /ml > ~ 1 =. 68°pe 100 
Souches résistantes A 1 U. (0,600 yg) /ml: 3= 1. p. 100 
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En général, on s’accorde pour considérer comme sensibles 
les souches qui sont inhibées par 0,050 U. et en dessous. Dans 
notre étude, 72,4 p. 100 des souches étaient sensibles et 27,6 p. 100 
résistantes ou, plus exactement, moins sensibles. En effet, dans le 
cas de la pénicilline et du gonocoque, il est difficile de parler 
de résistance : l’augmentation de la dose a, en général, raison 
de V’infection. Nous serions méme tentés de considérer sensibles 
les souches inhibées par < 0,100 U. de pénicilline/ml, car ces 
souches réagissent tres bien a lépreuve des disques. 


Streplomycine (sulfate). — Nombre total des souches : 341. 


Souches sensibles a 2,0 pg/ml : 33 = 9,7 p. 100 
Souches sensibles a 5 pe/ml : 69 = 20,2 p. 100 
Souches sensibles 4 10 pg/ml : 133 = 39 p. 100 


Souches sensibles A 50 pg/ml: 26 = 7,6 p. 100 
Souches sensibles & 500 ug/ml: 1= 0,8 p. 100 
Souches sensibles & 1000 ypg/ml : 1= 0,3 p. 100 
Souches résistantes 4 1000 ug/ml : 78 = 22,9 p. 100 


Comme le démontre la clinique et comme nous le précisons plus 
bas, les souches inhibées par 50 wg et en dessous sont sensibles 
i la streptomycine. Dans notre cas : 76,5 p. 100. Par contre, 
les souches ayant résisté a 1000 pg sont totalement résistantes, 
quelle que soit la dose thérapeutique employée. 


Il est intéressant de grouper les résultats en fonction de Tl épo- 
que a laquelle les souches furent recueillies : avant juillet 1959, 
20 p. 100 des souches étaient résistantes 4 > 1000 ug/ml, pour 
la période d’octobre 1959 a février 1960 le chiffre passa a 
28 p. 100. 

Résistance croisée. Heureusement, les gonocoques résistants 
a la streptomycine restent sensibles, dans l'ensemble, a la péni- 
cilline, & condition que la dose soit suffisante. Sur 76 souches 
résistantes a la streplomycine, 57,9 p, 100 furent inhibées par 
0,05 U. de pénicilline, 29 p. 100 eurent besoin de 0,100 U. et 
13,1 p. 100 exigérent des concentrations de 0,250 U. a 1 U. 
Voici le classement de ces souches (tableau III). 


TasLeav III. 


SENSIBILITE DE CES MEMES SOUCHES 
SOUCHES RESISTANTES A LA PENICILLINE 
A I 000 ug/ML 
DE STREPTOMYCINE 


>1U\r1 Ujo,5U/0,25 U}o, 100 Ujo,05 Ujo,025U 


7O SOUCHES!, ce ees she eee ee fo) 2 I 7 22 20 23 
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Il est important de remarquer que, sil n’y a pas vraiment 
résistance croisée, il n’y eut que 57,9 p. 100 de souches sensibles 
a <0,05, U./ml de pénicilline, alors que le pourcentage est de 
72,4 p. 100 pour les souches non sélectionnées. 


Tétracycline (chlorhydrate). — Nombre total des souches : 62. 
Souches sensibles 4 0,12 pg/ml : 39 = 63 p. 100 
Souches sensibles a 0,25 pg/ml : 21 = 34 p. 100 
Souches sensibles 4 0,50 pg/ml : 2 = 8 p. 100 


Dans le travail de ‘Love ct Finland : sur 106 souches, 46 p. 100 
sont inhibées par 0,4 pg ; 34 p. 100 exigent 0,8 pe et 20 p. 100 
de 1 pg a 3,1 wg. Dans celui d’Alice Reyn et coll. : sur 88 souches, 
la majorité étaient inhibées par 0,66 ug. 

Spiramycine. — Nombre total de souches : 61. 

Souches sensibles 4 0,12 pg/ml : 6 = 10 p. 100 

Souches sensibles 4 0,25 pg/ml : 38 = 62 p. 100 


Souches sensibles a 0,50 pg/ml : 16 = 26 p. 100 
Souches sensibles 48 1 pg/ml: 1 zp» LOO 


ll 


| 


l 


Hirsch et Finland, sur 36 souches, ont trouvé une sensibilité 
moindre : 3 p. 100 étaient bien inhibés par 0,4 ug, mais 44 p. 100 
seulement par 0,8 pg, 44 p. 100 par 1,6 wg et 8 p. 100 par 
3,1 ug/ml. 

D’aprés notre expérience clinique, un taux de 1 ug/ml, main- 
tenu cing a six heures, assure la guérison de ]’urétrite mascu- 
line. On peut done considérer que toutes nos souches ont été 
sensibles. 


Sulfathiazol. — Nombre total de souches : 154. 

Souches sensibles 4 2,5 pg/ml : 45 = 29,2 p. 100 
Souches sensibles 8 10 ug/ml : 62 = 40,3 p. 100 
Souches sensibles 4 50 ug/ml : 37 = 24,0 p. 100 
Souches sensibles 4 100 ug/ml : 6 = 3,9 p. 100 
Souches résistantes 4 100 ug/ml : 4 = 2,6 p. 100 


Si l’on admet, avec d’autres auteurs, que les souches inhibées 
in vitro par 50 pg/ml et en dessous sont sensibles au produit, 
nous trouvons sensibles 93,5 p. 100 des 154 souches étudiées. 

Quand on pense que, vers 1946, 50 p. 100 des gonococcies 
étaient résistantes aux sulfamides, 93,5 p. 100 constituent une 
amélioration considérable. Ce fait a déja été signalé, notamment 
par Love et Finland, qui, en comparant la sensibilité & la sul- 
fadiazine in vilro trouvée dans le méme laboratoire en 1949 et 
1954, notérent, en 1949, 84 p. 100 de souches dites résistantes 
contre 19 p. 100 en 1954. Un nouvel essai fait dans le méme 
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laboratoire en 1958-1959 donna des résultats aussi encourageants 
qu’en 1954. , 

Cradock-Watson et coll. (1958) ont eu également la surprise 
de trouver 93,5 p. 100 des 200 souches étudiées sensibles a la 
dose de 20 pg/ml. 

Il semble done que les sulfamides peuvent figurer de nouveau 
— a titre d’appoint ef sans doute pour un temps — dans l’arsenal 
anti-gonococcique. 


Comparaison de la méthode des dilutions avec la méthode 
des disques. 


Une centaine de souches furent éprouvées vis-a-vis de la péni- 
cilline et de la streptomycine, parallélement, par la méthode des 
dilutions et par celle des disques, les ensemencements étant faits 
avec la méme suspension de germes, 


Pénicilline (108 souches). — ‘Les souches inhibées par 0,050 U. 
et en dessous, réagissent a Vantibiotique en donnant des zones 
d’inhibition de 30 mm de diamétre en moyenne, avec des varia- 
tions individuelles de 26 a4 50 mm. Les souches inhibées par 
0,100 U. donnent des zones d’inhibition de 29 mm de diamétre 
en moyenne, avec des variations individuelles de 24 & 36 mm. 
La seule souche ayant exigé 1 umité de pénicilline pour étre 
inhibée s’est montrée également résistante 4 l’épreuve des disques. 

La concordance des deux épreuves semble étre trés satisfaisante. 


Streptomycine (109 souches). — La méme concordance des deux 
techniques est observée dans le cas de la streptomycine. Toutes 
les souches inhibées par 50 pg et en dessous se sont montrées 
sensibles 4 l’épreuve des disques : inhibitions moyennes de 23 a 
27,3 mm de diamétre, avec des variations individuelles de 20 a 
40 mm. Les souches ayant résisté & 1 000 ug de streptomycine ne 
présentaient aucune zone d’inhibition. 


Sulfathiazol (112 souches). — La concordance a été moins bonne. 
Seules les souches trés sensibles, inhibées par 2,5 we de produit 
donnérent, avec les disques, des zones d’inhibition nettes allant de 
22 a4 40 mm; avec des souches d’une sensibilité moindre, la 
technique des disques devenait infidéle. 

In répétant cette épreuve (jusqu’é 5 fois) pour les mémes 
souches, nous avons confirmé cette instabilité dans le cas des 
disques, tandis que l’épreuve par dilution restait sensiblement 
identique. I] nous semble qu’il faut mettre cette instabilité sur le 
compte de la persistance de substances antisulfamides dans le 
milieu. Dans le cas de |’épreuve par dilution, le produit étant 
réparti uniformément dans le milieu, l’action antisulfamide est 
sans doute moins brutale. (Chabbert 1951 et 1954). 
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CONTROLE DES TECHNIQUES UTILISEES. — De facon a éprouver la 
fidéhté de notre technique par dilutions, nous avons répété les 
épreuves de sensibilité des mémes souches vis-d-vis de la pénicil- 
line, de la streptomycine et du sulfathiazol jusqu’a cing fois pour 
certaines souches, Au total : 251 épreuves, sur 29 souches diffé- 
rentes, 4 quelques jours et méme a quelques semaines d’intervalle. 


Tasteau IV. — Senibilités (méthode des disques et méthode des 
dilutions). 
nos D:.tes des Dilutions Disques 
Seseis PENICILLING 
23918 3.11.59 2} R. 0,025u_ $.0,05u 30 mn 
17.11.59 2) Re 0,025u° S.0,05u 30 
17801 Spyilitey 3 x R. 0,025u S.0,05u 28." 
Abele! 2) R. 0,025u -S.0,05u 29." 
27683 WAS Gis 1S, 1) R. 0,025u -S.0, 05u 33°" 
ORES san 2) R. 0,025u «S00, 05u 34°00 
BOSS et 3) S. 0,025u 38=« 
24144 WAS Sou 2 S. 0,025u 36 «ON 
Eilgos 2) S. 0,025u 37" 
27263 ag 1) Ro 0,025u $0, 05u 33 ON 
Lieto 2) Ro. 0,025u -S.0,05u 54 
22555. 3) R. 0,025u 8,0,05u 34" 
ofls 35 1 4) S. 0,025u 33," 
21255 14.3. " DS, 0,025u 4350 
Does cau 2) S. 0,025u AT 
STREPTOMYCINE 
23918 3.11.59 a) R,1000pg o”" 
ssl “2) Rol00Opg Oo" 
17801 Sealy aly 2 R.1000pg Oo" 
Was Le 2) R,1l000pg Oo.” 
26391 aeoaliaion 1) Ro2,5pe S. 5pg 25" 
PEG) 2) Ro2,5pg S. 5pg 26" 
27356 2325-0 x) Ro2, 5pg S. 5pg aT pte 
qisolen AY 2) RO pg S,.10pg 26" 
27036 2601. ™ | R.5 pe S.10pg 21,5 
ee o 2) RS pe S.10pg 25 
13223 26 cilicnil! 1) R.5S pe S.10pg a4." 4 
BRAS 2) RS pgs S.10pg 28.=C+" ! 
26372 BG cilia 1) R.5 pe S.10pg 25 +" 
Docent! 2) RS pe S.10pg 23 
1298 2oecunt 1) RS pe $.10 pe 21, yi 
ae Pees R.5 pg 5.10 pg 26" 


R: résistante. S: sensible. 


Nous n’avons constaté aucune variation ou des variations ne dépas- 
sant pas une dilution. 

Nous avons également recommencé, pour certaines souches, des 
épreuves de sensibilité simultanées par les deux techniques, et 
nous avons observé une trés bonne concordance, comme on peut 
le voir au tableau IV. 
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IV. — PropikMES CLINIQUES ACTUELLEMENT RENCONTRES A Paris. 
CONTRIBUTION DU LABORATOIRE. 


Nous ne voulons pas nous étendre sur les questions purement 
cliniques qui seront examinées ailleurs; il faut cependant voir 
en quoi nos recherches peuvent intéresser le vénéréologue. 

Comme il a été dit plus haut, c’est la streptomycine qui a été 
l’antibiotique le plus employé, en France, dans la gonococcie. 
Jusqu’a ces mois ou années derniéres, ce choix était compréhen- 
sible puisque l’on guérissait, pratiquement, toute gonococcie par 
une dose de 1 ou 2 ¢; il n’en est plus de méme maintenant et il 
faut éviter que les souches résistantes se généralisent. 


Tasteau V. — Comparaison des résultats obtenus au laboratoire et des 
résultats cliniques chez 242 malades traités par 2 g de dihydro- 
streptomycine en deux fois. 


Sensibilité Re ze Strertouyesne Résultats cliniques correspondants 
vitro 


Souches sensibles : 177 (73,14%) 


Taux Nombre de souches 
sensibles 


Souches résistantes : 65 (26,86%) Résultats cliniques correspondants 
1000 pg 65 3 al 61 
4.6% 1.5% 23.4% 


Au cours de la présente étude, la majorité des malades, recurent 

g (en deux fois) de dihydrostreptomycine F 

177 souches (73,14 p. 100) se montrérent sensibles in vitro 
les malades qui les avaient fournies — sous réserve de 25 qui ne 
vinrent pas faire contréler leur guérison — furent guéris, soit 
trés probablement, 0 p. 100 d’échec. i , 
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65 souches (26,86) se montrérent résistantes in vitro a 1 000 ug/ml 
de streptomycine : 1 malade ne revint pas au controle, 3 guérirent, 
61 ne guérirent pas, soit 93,9 p. 100 d’échecs dans ce groupe. 

Le tableau V montre la relation entre la sensibilité in vitro 
a la streptomycine et l’action du traitement. On peut done dire 
que le traitement actuellement le plus habituel en France ne 


Souches 


I II Ill 
JIN Vv VI 
Fic. 2. — Antibiogramme sur ensemencement direct des sécrélions urétrales sans 


isolement préalable du gonocoque. Disques utilisés en partant de « midi » et en 
tournant dans le sens des aiguilles d'une montre: 1 = pénicilline ; 2 = strepto- 
mycine ; 3 = spiramycine ; 4 = tétracycline ; 5 = oxytétracycline. Six souches de 
gonocoques : n° J = résislante @ la streptomycine, sensible aux autres antibiotiques ; 
n°s II, IV, V et VI = bonne sensibilité 4 tous les antibiotiques essayés ; n° III = 
absence de gonocoques. Comme on le voit, grace a la réaction d’oxydation, la pré- 
sence de colonies d’autres germes que les Neisseria ne géne pas la lecture et l’appré- 
ciation de la sensibilité. 


réussit plus une fois sur quatre. Comme nous l’avons dit ailleurs 
(Durel, 1959) ceci impose, systématiquement, un traitement fort 
et mixte, mais il faut également que les principaux dispensaires 
spécialisés puissent suivre, au laboratoire, la sensibilité des sou- 
ches de facon a mieux adapter leurs méthodes de traitement. 
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ANTIBIOGRAMME SUR L’ENSEMBLE DES SECRETIONS URETRALES. — 
Devant l’apparition de la résistance du gonocoque aux antibio- 
tiques, notamment a Ja streptomycine, les cliniciens seront tentés 
de demander au laboratoire, |’établissement d’antibiogrammes. 
Or, V'isolement du gonocoque et son identification sont longues. 
Aussi avons-nous essayé d’établir des antibiogrammes directe- 
ment sur l’ensemble des sécrétions urétrales. Comme le montrent 
la figure 2 et le tableau VI, celte technique est utilisable a condi- 


Tasrzau VI. — Sensibilité de souches de gonocoques recherchée paral- 
1élement sur les souches isolées préalablement et sur les sécrétions 
urétrales totales. 


Méthode des Méthode des disques Méthode des disques 
dilutions aprés isolement sur sécrétions tota- 
(médianes) les (médianes) 


66 souches sensi- 
bles 4 0,025 uo 


Pénicilline 19 souches sensi- 
bles 4 0,050 uo 


17 souches sensi- 
bles 4 0,100 u. 


5 souches sensi- 
bles 4 2,5 pg 


21 souches sensi- 
bles 425 pg 


Streptomycine 52 souches sensi- 
bles 4 10 pg 


3 souches sensi- 
bles a 50 pg 


28 souches résis- 
tantes a 1000 pg 


1 seuches i- 
Bie s 5 a5 of ee 


54 souches sansi- 
bles a 10 pg 
Sulfathiazol 
25 souches sensi- 
bles 4 50 pg 


2 sOuches sensi- 
bles A 100 pg 


tion de : 1° employer un milieu clair sur lequel la réaction 
d’oxydation est nette ; 2° disposer d’un prélévement suffisam- 
ment riche en gonocoques pour obtenir des colonies sur toute la 
surface du milieu de culture ; 8° ne pas perdre de vue que tout 
le groupe Neisseria donne la réaction d’oxydation. Par conséquent 
cette technique ne permet pas Videntification du gonocoque avec 
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certitude, mais seulement avec probabilité. En effet, différents 
auteurs (Wax, 1949) sur 100 souches isolées trouvent de 81 a 
98 p. 100 de gonocoques ; le reste représente des Neisseria non 
pathogénes. Ces derniers ont quelques caractéres propres qui per- 
mettent de soupconner leur identité avant de faire l’étude des fer- 
mentations (Roiron, 1957), mais en cas de doute, cette derniére 
s’impose. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


Depuis 1950, et malgré le nombre des antibioliques actifs, la 
morbidité gonococcique reste étale ; elle remonte méme dans cer- 
tains pays. Parmi d’autres facteurs, la diminution de la sensi- 
bilité des souches actuelles a certains antibiotiques est un fait qui 
mérite attention. 


En clinique, la résistance de la gonococcie aux doses autrefois 
actives de pénicilline semble avoir fait son apparition en Corée, 
en 1958; elle se retrouve maintenant en divers pays, particulié- 
rement en Angleterre. En France, oti la pénicilline est rarement 
employée contre le gonocoque, il ne semble pas que cette résis- 
tance — de toute facon relative et cédant a l’augmentation des 
doses — soit jusqu’ici inquiétante. 

Dans notre pays, l’emploi habituel de la streptomycine pose, 
par contre, un probléme réel. 


Les bactériologistes se sont préoccupés de déceler les résis- 
tances en étudiant a diverses reprises la sensibilité des souches 
isolées en clinique. On note une nette tendance a la diminution 
de la sensibilité a la pénicilline ; on observe des cas moins rares 
de résistance complete a la streptomycine ; les sulfamides ont 
nettement retrouvé une partie de leur ancienne action ; la sensi- 
bilité aux autres antibiotiques est inchangée. 


Dans le présent travail, la sensibilité de 399 souches, isolées 
a Paris d’octobre 1958 a février 1960, a été étudiée, essentielle- 
ment par la méthode des dilutions, vis-a-vis de divers antibiotiques. 

Si on considére comme sensibles a la pénicilline les souches 
inhibées par < 0,05 U./ml, 72,4 p. 100 des 327 souches examinées 
furent sensibles ; les autres demandérent des concentrations plus 
élevées (mais faciles 4 atteindre en clinique). 

Si le seuil est accepté a 50 pg/ml pour la slreptomycine, 
76,5 p. 100 des 341 souches examinées furent sensibles. Ce qui est 
grave, c'est que 22,9 p. 100 des souches furent résistantes au 
taux — jamais atteint en clinique, dans le sang humain — de 
1 000 pg/ml. Cette résistance augmente graduellement. ‘Les souches 
résistantes furent, dans l’ensemble, sensibles 4 la pénicilline, mais 
moins que les souches courantes. 
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Les 62 souches étudiées vis-a-vis de la tétracycline et les 
61 souches examinées par rapport a Ja spiramycine furent sen- 
sibles. 

Si l’on considére comme sensible une souche inhibée par 
50 we/ml de sulfathiazol, 93,5 p. 100 des souches le furent; ce 
qui est un net progrés par rapport aux chiffres dil y a une 
dizaine d’années. 

Il a paru utile de comparer les résultats obtenus par la 
méthode des disques (Institut Pasteur) aux résultats précédents. 
‘La concordance a été satisfaisante pour la pénicilline (103 souches) 
et pour la streptomycine (109 souches) ; elle a été moins bonne 
et plus instable pour le sulfathiazol (112 souches). 

Le vénéréologue doit se soucier de la résistance croissante du 
gonocoque, en France, a la streptomycine et la confrontation des 
données du lJaboratoire avec les résultats cliniques — bien 
qu’atlendue — est instructive : 242 malades fournirent une souche 
de gonocoque et recurent ensuite 2 g de dihydrostreptomycine : 
177 souches (73,14 p. 100) étaient .sensibles, il n’y eut aucun échec ; 
par contre, 65 souches se montrérent résistantes, 3 malades seu- 
lement guérirent (+ 1 non revenu). Ceci représente 93,9 p. 100 
d’échecs dans ce groupe a souches résistantes in vitro. 

Pour faciliter les études in vitro pouvant étre conduites par les 
dispensaires, il était intéressant de savoir quelle valeur attribuer 
a un antibiogramme courant, effectué non pas sur un gonocoque 
préalablement isolé mais sur le pus urétral total. Grace a |’oxyda- 
tion des colonies de gonocoques par la diméthyl-phényléne- 
diamine, ceux-ci se reconnaissent bien parmi les autres germes 
et les zones d’inhibition se lisent correctement (il faut, évidem- 
ment, que l’ensemencement soit assez riche en gonocoque pour 
que ce dernier survive). Cette méthode simple peut donc rendre 
service. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE PRESENT SENSITIVITY OF GONOCOCCI 
TO THE MAIN ANTIBIOTICS. 


Since ten years, gonococcic morbidity remains the same, 
although to day we possess numerous antibiotics active against 
gonococci. This is partially due to the progressive decrease of 
sensitivity of the germs to penicillin and streptomycin. 

The sensitivity of strains isolated in Paris from October 1958 
to February 1960 has been studied by means of the dilution method 
to the following antibiotics : 


Penicillin : 72.4 % out of 327 strains studied were sensitive 
to > 0.05 U/ml. 


SENSIBILITE DU GONOCOQUE AUX ANTIBIOTIQUES 461 


Streptomycin : 76.5 % out of 341 strains studied were sensitive 
to > 50 ug/ml, and recovery was obtained in 73.14 % of the 
cases. 22.9 °/, of the strains were resistant to a concentration of 
1 000 pg/ml (never obtained in patients’ blood), and recovery was 
observed in 6.1 °%, of the cases only. 


Strains resistant to streptomycin are less sensitive to penicillin 
than non selected strains (57.9 °*/, in the first case, 72.4 % in the 
second). 


Tetramycin : 62 strains sensitive out of 62. 

Spiramycin : 61 strains sensitive out of 61. 

Sulfathiazol : 93.5 °/, of 154 strains studied were sensitive 
to > 50 wg/ml. These figures are quite different from those 
obtained ten years ago and show a reversal of the situation. 


The dises method is compared with the dilution method : a satis- 
factory accordance exists for penicillin and streptomycin ; a less 
satisfactory one for sulfathiazol. 


With a view to simplifying and accelerating the evaluation, the 
sensitivity of gonococci was also studied in total uretral secre- 
tions. If the secretion contains a great number of gonococci, thie 
technique is reliable in most cases. 


* 
x* 


Nous exprimons notre reconnaissance au D’ Y. Chabbert pour 
les conseils éclairés qu’il a bien voulu nous donner au cours de 
la présente étude. 
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SUR LA NATURE DE L’ANTIGENE 0:27 DES SALMONELLAE 


par K. van OYE (*). 


(Institut d’Hygiéne et d’Epidémiologie, Brucelles 
[Directeur : D? A. Laronrarne}) 


Les Salmonellae qui appartiennent au groupe sérologique B 
possédent normalement, en plus de l’antigéne O : 4 qui caractérise 
ce groupe, un ou plusieurs autres antigénes. Deux parmi ceux-ci, 
notamment les facteurs 0:1 et O:12, n’ont rien de spécifique 
car on peut les mettre en évidence également chez des Salmonellae 
appartenant a d’autres groupes sérologiques. Par contre, les anti- 
génes O :5 et O : 27 se rencontrent uniquement chez des germes 
du groupe B. 

En fait, Pantigene somatique d’une Salmonella « B » est done 
composé de plusieurs facteurs dont certains (0:1, 0:4, O : 12) 
sont des antigénes somatiques (O) dans le vrai sens du mot. Quant 
au facteur O :5, il appartient en réalité au groupe des antigénes 
capsulaires (Ix), il est plus labile et posséde des caractéres propres 
(Kauffmann {4 a 5]). Chez certaines espéces ou variétés, ce fac- 
teur est toujours absent; mais il arrive également qu’il manque 
chez des germes chez lesquels il devrait normalement étre présent. 
Il est logique, nous semble-t-il, d’expliquer cette absence par le 
fait que ce facteur occupe une position en surface ; il est ainsi 
plus vulnérable, car plus exposé aux influences extéricures. II 
est en tout cas plus fragile (voir plus loin). 

A maintes reprises, nous avons pu constater que l’antigéne O : 27 
manquait également a certains germes chez lesquels nous aurions 
da pouvoir le mettre en évidence. La nature de cet antigéne 
n’ayant encore fait l’objet d’aucune recherche spéciale, nous ne 
pouvons donner aucune explication a ce fait. 

Nous avons voulu combler cette lacune et avons choisi de 
recourir A une série de réactions d’agglutination-absorption. Pour 
la production des sérums agglutinants, nous avons utilisé une 
souche de S. ball (1,4,12,27 :y :e,n,x) riche en facteur 27. Cet 
antigéene a été traité préalablement de cing fagons différentes, 
notamment: 1° par l’alcool 50 p. 100 pendant vingt heures 


(*) Société Francaise de Microbiologie, scance du 8 décembre 1960. 
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a 37° C, 2° par chauffage 4 100° C pendant deux heures, 3° par 
chauffage a 125° C pendant deux heures et demie, 4° par Vacide 
chlorhydrique normal (HCl N) pendant vingt heures a 37° C et 
5° par l’hydroxyde de sodium décinormal (NaOH N/10) pendant 
vingt heures a 37° C. 

L’acide et la soude ont été enlevés par lavages répétés des 
germes. Les sérums agglutinants ont été préparés de Ja fagon 
usuelle par injection intraveineuse de l’antigéne chez des lapins. 

Ces divers sérums ont été absorbés par des cultures formolées 
de S. dalat (1,4,12 :y:e,n,z) de fagon a obtenir finalement des 
sérums anti-27 purs. Dans chaque série d’essais, nous avons étudié 
Vagelutinabilité des antigénes traités comme indiqué ci-dessus, 
leur pouvoir d’absorption ainsi que leur pouvoir agglutinogéne. 
Le titre des sérums non absorbés a été chaque fois établi en utili- 
sant des cultures formolées de S. ball. 

Afin de nous assurer qu’aucune faute technique n’avait été 
commise au cours de ces expériences, nous avons procédé paral- 
lélement @ des essais identiques en utilisant une culture de 
S. paratyphi B riche en facteur 5. Les absorptions ont été faites 
ici par des cultures de S. paratyphi B var. odense ; cette variéteé, 
on le sait, ne posséde pas ce facteur. 


Voici les résultats de nos investigations : 


A. — Sérum préparé avec une culture de S. ball traitée 
a Dalcool 50 p. 100 pendant vingt heures 4 37°C: 


1° Titre avant absorption : 1/20 480. 
2° Titre aprés absorption par S. dalat : 
a) Culture formolée de S. ball : 1/1 280 ; 
b) Culture de S. ball traitée & V’alcool : 1/1 280. 
3° Titre aprés absorption par S. ball (antigéne alcoolisé) : 0. 
Il ressort de ces essais que le facteur 27 ne subit aucune alté- 
ration par traitement a Valcool 50 p. 100, ni en ce qui concerne 
son pouvoir agglutinogéne, ni en ce qui concerne son pouvoir 
d’absorption (qui reste complet), ni en ce qui concerne son agglu- 


tinabilité (un sérum anti-O :27 pur agglutine la culture traitée 
a l’alcool au méme taux que la culture formolée). 


B. — Sérum préparé avec une culture de S. ball préalablement 
chauffée au bain-marie a 100° C pendant deux heures : 


1° Titre du sérum non absorbé : 1/10 240. 
2° Titre aprés absorption par S. dalat: 
a) Culture formolée de S. ball : 1/640 ; 
b) Culture de S. ball chauffée & 100° C : 1/160. 
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3° Aprés absorption d’un sérum anti-O :27 pur par une culture 
de S. ball chauffée 4 100° C, il ne reste plus d’agglutinines. Ce 
sérum a donc été complétement épuisé. 


De ces résultats, on peut conclure que le pouvoir agglutinogéne 
d’un antigéne O : 27 chauffé & 100° C reste entier, de méme que 
son pouvoir d’absorption. L’agglutinabilité, par contre, est réduite 
dans une proportion non négligeable, puisqu’un sérum anti-O : 27 
pur possédant un titre de 1/640 n’agglutine cet antigéne chauffé 
qu’a un taux de 1/160. 


C. — Sérum préparé avec une culture de S. ball préalablement 
autoclavée & 125° C pendant deux heures et demie : 


1° Titre avant absorption : 1/1 280. 


2° Aprés absorption par S. dalat, le sérum n’agelutine plus 
S. ball; il n’y avait done pas d’agglutinines anti-27 dans ce 
sérum. 

Nous avons essayé de déterminer l’agglutinabilité d’une culture 
de S. ball (125° C) par un sérum anti-O : 27 pur, mais la réaction 
de Widal est restée entiérement négative. 

3° D’autre part, une culture de S. ball chauffée A 125°C 
a complétement épuisé un sérum anti-O :27 pur possédant un 
titre de 1/160. 

Nous pouvons conclure de ces essais que l’antigéne O : 27 perd 
entiérement son pouvoir agglutinogéne ainsi que son agglutinabi- 
lité, mais conserve son pouvoir d’absorption, quand il a été 
chauffé 4 125° C pendant deux heures et demie. 


D. — Sérum préparé avec une culture de S. ball traitée 
a lacide chlorhydrique normal (HCl N) pendant vingt heures 
Siwy avs 

1° Titre avant absorption : 1/10 240. 

2° Titre aprés absorption par S. dalat: 

a) Culture formolée de S. ball : 1/640 ; 
b) Culture de S. ball traitée a l’acide chlorhydrique : 1/640. 
3° Aprés absorption du sérum anti-O :27 pur par une culture 
de S. ball (HCI N), il ne reste plus d’agglutinines. 


Il ressort de ces résultats que ]’antigéne O : 27 ne subit aucune 
modification par un traitement a l’acide chlorhydrique : le pouvoir 
agelutinogéne, le pouvoir d’absorption et Vagglutinabilité restent 
intacts. 

Jusqu’a présent, nous n’avons pas mentionné les résultats de 
nos essais faits avec des cultures de S. paratyphi B et de S. para- 
typhi B var. odense dans le but d’étudier l’antigene 0:5. En 
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fait, nos essais ont confirmé les résultats obtenus par Kauffmann 
(loc. cit.) sans apporter d’éléments nouveaux. Nous n’en atten- 
dions d’ailleurs pas, et ces deux sérotypes n’ont été utilisés 
qu’avec la scule intention de contréler nos propres techniques. 

Mais l’action de l’hydroxyde de sodium décinormal (NaOH 
N/10) sur l’antigene 0:5 n’avait pas encore été étudiée ; seul 
l’antigéne O :2 de S. paratyphi A a déja été soumis A cette action 
(Kauffmann [6]). Les résultats que nous avons obtenus avec l’anti- 
géne O:5 sont donc nouveaux. En outre, ils différent de ceux 
obtenus, au cours d’expériences identiques, avec l’antigéne O : 27. 
Les deux essais méritent done d’étre exposés. 


E. — Sérum préparé avec une culture de S. ball traitée au 
NaOH N/i0 pendant vingt heures 4 37°C: 


1° Titre avant absorption : 1/1 280. 
2° Titre aprés absorption par S. dalat : 
a) Culture formolée de S. ball : 1/160 ; 
b) Culture de S. ball traitée au NaOH N/10 : néant. 


3° Aprés absorption d’un sérum anti-O : 27 pur par une culture 
de S. ball traitée au NaOH N/10, il ne reste plus d’agglutinines. 


Aprés traitement a la soude, l’antigéne O :27 n’a donc pas 
perdu son pouvoir agglutinogéne, ni son pouvoir d’absorption. 
Par contre, il n’est pas agglutinable. 


F, — Sérum préparé avec une culture de S. paratyphi B traitée 
au NaOH N/10 pendant vingt heures 4 37°C: 


1° Titre avant absorption : 1/640. 


2° Aprés absorption par S. paratyphi B var. odense, la culture 
de S. paratyphi B n’est plus agglutinée, ni sous sa forme for- 
molée, ni aprés traitement 4 la soude. Par ailleurs, une réaction 
de Widal faite avec une culture de S. paratyphi B_ préala- 
blement traitée au NaOH N/10 et un sérum anti-O :5 pur ayant 
un titre de 1/160, est restée négative. 


3° Une culture de S. paratyphi B traitée au NaOH N/10 n’est 
parvenue 4 diminuer que d’une facon peu significative le taux des 
agglutinines d’un sérum anti-O:5 pur. En effet, le titre était 
avant absorption de 1/320 et aprés de 1/160. 

L’antigéne O :5 traité 4 Ja soude décinormale semble donc bien 
complétement détruit. Il a en tout cas perdu ses principales qua- 
lités : son pouvoir agglutinogéne, son pouvoir d’absorption et son 
agglutinabilité. 

Les résultats finals de cette série d’investigations sont consignés 
dans le tableau I qui expose, sous une forme concise, les données 
concernant les antigénes 0:4, O:5 et O:27. Ces résultats 
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démontrent que l’antigéne somatique 0:4 résiste A tout traite- 
ment, que ce soit a l’alcool, a la chaleur, 4 l’acide chlorhydrique 
ou a la soude caustique. Les trois propriétés qui, en sérologie 
caractérisent un antigéne (pouvoir agglulinogéne, pouvoir 
d’absorption et agglutinabilité) restent intactes, quelles que soient 
les influences auxquelles l’antigéne O :4 ait été soumis. 


Tasteau I. — Propriétés des antigénes. 


ANTIGENES 
4 5 27 
Alcool a 50 % (20 heures 4 37°C) : 
BeOS OTOP OT OOD OM cre Ore COC et one TT oe + + + 
POOR Ser REM RCI AED oe cule ONL EA RR OR LTC ET eee + +o} + 
Saleteriek ovens smetet capac) aks aiatens Gye) shenepete ii ap Rasis \eyeee det ois + + + 
100°C pendant 2 heures 
Ee aen Vos eee ater ap masuny a cles, «ve bisa ie rstisuous (etkei slayessvasauame bens? s -+ + 
CARL states are te cas ora eric WancoMal aulcnieen's Gas ocd epee! Sire! ansies tae shia + Stee oN ge cote 
ED eee Rey engelatay sastnc ree ceiaite aeReis ata Tastee fone ie canre eros efor 9 fh + 
125°C pendant 2 heures et demie 
Tavera stictsetielgstan syrotialis yaya tela ste ro1/s7 = saliehatter a\le, oh slislielis a are oae tay at ol) + =e 
Ze wath Via eto s traits 6 eh enoinat ets. vi. 8 a: a gOS Pea doh tte Siisiiene lee ayi0 + + + 
OE eee tee ee he Ae: SO Ln ace eRe nett, a/on gsi ue — 
HCL N/1 (20 heures @ 37°C) : 
Ot. OPER: ere iae).. Hobs pubhnn s Settee ees . Jats o — | + 
2 loc 0) 6-4n Ov ck G AO, & ORE, TORT RCO CRE A ADO Oho =e cee ent 
FaocgsnIoobEneGoncenos nduscncse doe ooUmE oF ap eles, 
NaOH N/to (20 heures a 37° C) : 
Dicpol a tsliage ey ehelivgle 'slerelle) wielieyca ie! sx'e’ S:leiie.a ‘siislierie Ne oe #\-0/fe) of oh eestor + 4 | ad 
ZN eda Peres atin, Meet Pat anys hs & ofheds oPertila GLa ens + ie ae 
Oe ET ar ener REET te tenet Ee re =, — 2 
I : agglutinabilité, 
2 : pouvoir d’absorption, 
3: pouvoir agglutinogéne. 


Le comportement des facteurs 5 et 27 est tout différent. Non 
seulement ils se distinguent du facteur 4 par certains caractéres 
propres, mais ils différent également entre eux. On pourrait, par 
une formule lapidaire, qualifier l’antigene O :5 comme « chimio- 
sensible » et l’antigéne O : 27 comme « thermo-labile ». Effective- 
ment, un traitement a l’acide ou a la soude détruit enti¢rement 
le facteur 5 mais n’affecte pratiquement pas le facteur 27, lequel, 
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par contre, est nettement plus sensible a l’action de la chaleur. 

Ces faits plaident en faveur de Ja reconnaissance des facteurs 
5 et 27 non pas comme des antigénes somatiques dans le sens 
strict du terme, mais bien comme des antigénes capsulaires, occu- 
pant une place périphérique sur le corps microbien. Néanmoins, 
il nous semble, pour autant qu’on ne perde pas de vue cette 
restriction, qu’il soit permis de continuer a utiliser le symbole 
«O» pour les définir, car ils font malgré tout partie intégrante 
de la mosaique somatique. 

Ajoutons que des recherches immunochimiques récentes (Kauff- 
mann, Liideritz, Stierlin et Westphal [7}), et notamment l’analyse 
qualitative des sucres qui entrent dans ]a composition des anti- 
génes O des Salmonellae, n’ont pas pu atteindre la méme finesse 
dans la différenciation que les recherches sérologiques. Tous les 
sérotypes du méme groupe, ou sous-groupe sérologique, sont, 
au point de vue qualitatif, chimiquement identiques et appartien- 
nent donc au méme « type chimique ». 

Par ailleurs, il est probable qu’en utilisant la méthode chroma- 
tographique, il sera possible de distinguer chimiquement les 
divers éléments qui entrent dans la composition des antigénes 
somatiques des Salmonellae. C’est ce que semble bien promettre 
Vanalyse de l’antigéne O:12 faite, selon cette méthode, par 
Tinelli et Staub {8}. 


RESUME. 


Les résultats d’une série d’investigations sur la nature de 
lantigéne O :27 sont comparés avec les données déja connues 
concernant les antigenes 0:4 et 0:5. De l’ensemble de ces 
renseignements, nous pouvons conclure que, contrairement au 
facteur 4 qui est un antigéne somatique stable, les facteurs 5 et 
27 doivent étre considérés comme des antigénes capsulaires dont 
le premier est « chimio-sensible » et le deuxiéme « thermo-labile ». 
Les trois antigénes « O » qu’on peut mettre en évidence chez 
des Salmonellae du groupe sérologique B ont done chacun des 
caractéres qui lui sont propres. 


SUMMARY. 


Tue NaTuRE oF Salmonella O : 27 ANTIGEN. 


The results of investigations on the nature of O : 27 antigen 
are compared with the known data about O : 4 and O :5 antigens. 
This comparison shows that factor 4 is a stable somatic antigen, 
but that factors 5 and 27 should be considered as capsular anti- 
gens, the former being « chimio-sensitive », the latter « ther- 
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molabile ». Each of the three antigens demonstrated in the 


Salmonella serological B group possesses therefore its peculiar 
characters. 
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EFFET COMPARE DE L’ADRENALINE 
ET DU ’’ FACTEUR DECHAINANT” SUR LES CULTURES 
DE WELCHIA PERFRINGENS 


Ill, — UTILISATION DE “ FACTEUR DECHAINANT ” PARTIELLEMENT PURIFIE 


par A. CHAGNON (*) et V. FREDETTE (**). 


(Département de Bactériologie, Faculté de Médecine, 
et Service des Anaérobies, Institut de Microbiologie et d’Hygiéne, 
Université de Montréal, Canada.) 


INTRODUCTION. 


Nous avons exposé précédemment que Vaddition de « facteur 
déchainant » brut a du bouillon Vf ensemencé ultérieurement 
avec Welchia perfringens provoquait une modification turbidi- 
métrique de la croissance par rapport a la courbe de croissance 
normale 4 partir d’un inoculum comparable. De méme, |’addition 
d’adrénaline donne lieu & une modification similaire de la 
croissance, dans des conditions semblables [4]. Bien plus, il 
semble y avoir proportionnalité entre les quantités de « facteur 
déchainant » ou d’adrénaline ajoutées et les augmentations turbi- 
dimétriques obtenues [2]. 


Nous avons également rapporté une certaine différence dans 
l’activité de ces deux produits sur les cultures de Welchia per- 
fringens ; cette différence peut étre reliée au fait que l’adrénaline 
est une substance pure alors que le « facteur déchainant » ne 
Vest pas. 

Dans le présent travail, nous avons cherché A déterminer 
influence de l’addition de « facteur déchainant » purifié au 
milieu de culture ensemencé avec W. perfringens. 


(*) Cet auteur a bénéficié d’une bourse de 1l’Office de Recherches 
Scientifiques, Ministére de 1’Industrie et du Commerce, province de 
Québec, Canada. 

(**) Manuscrit recu le 24 octobre 1960. 
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TECHNIQUE. 


La précipitation des filtrats bruts, renfermant le « facteur déchai- 
nant », par le sulfate neutre d’ammonium nous a fourni un « facteur 
déchainant » actif & 9,3 mg/ml de matiéres solides par comparaison 
avec le brut, actif 4 68,4 mg/ml de matiéres solides. La technique 
employée est décrite et schématisée dans le tableau I. La portion active 


TasLteau I. — Purification du « facteur déchainant ». 


100 ml de « facteur déchatnant » dialysé seize heures contre l'eau du robinet 
+ 54 ml de solution saturée de (NH,),SO, (soit 35 p. 100 de saturation). 


Centrifugation : dix minutes & 12000 tours/min (Sorvall SS-1). 


y 
8-35 (précipité recueilli Surnageant 
dans 15 ml H,0) + 58 ml (NH,)SO, 


(soit 58 p. 100 de saturation) 


Centrifugation : dix minutes 4 12000 tours/min (Sorvall SS-1). 


< 


\6 
S 


-53 (précipité recueilli Surnageant | 
dans 30 ml H,0) éliminé Fs 


Dialyse contre l’eau du robinet, quinze A seize heures. 
Nf 


Dialyse contre une solution Ringer, huit heures. 


du «facteur déchainant » a été retrouvée dans la fraction S-53. Nous 
avons évidemment affaire 4 un « facteur déchainant » partiellement 
purifié. 

Pour l’étude de l’influence de l’addition de « facteur déchainant » 
_ainsi purifié ou d’une solution fraiche d’adrénaline sur la croissance 
de Welchia perfringens, des volumes de 400 ml de bouillon Vf frais 
& pH 7,6-7,8 ont été répartis dans des bouteilles de 500 ml. Une fois 
régénéré et refroidi 4 37° C, le milieu de culture a été additionné de 
glucose pour assurer l’anaérobiose (16 ml d’une solution de glucose 
a 25 p. 100, stérilisée sur verre fritté, par 400 ml de bouillon). Chaque 
récipient, additionné ou non d’adrénaline (solution fraiche) ou de 
«facteur déchainant », était ultérieurement ensemencé avec un ino- 
culum équivalent 4 1 p. 100 a partir d’une culture jeune (de 4 a 
6 heures) de Welchia perfringens en bouillon Vf. 

La croissance a été suivie par mesure de la turbidité au Klett- 
Summerson a partir de portions aliquotes de 5 ml prélevées asepti- 
quement 3 toutes les demi-heures. La turbidité due a l’inoculum a été 
soustraite des valeurs lues au cours de la croissance. Le témoin servant 
a ajuster l’appareil & zéro consistait en milieu de culture, avec ou sans 
adrénaline ou « facteur déchainant », mais sans inoculum. 
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RESULTATS ET DISCUSSION. 


L’addition d’une solution d’adrénaline fraichement préparée 
a du bouillon Vf ensemencé ultérieurement avec W. perfringens 


TURBIDITE 


19 0:0. o-—o-0 © 
(ee ae ° 2 
4B 
¢ 
i bob Bmp ne = And <AcAvin Shek? 
t 3 Ss 4 q 
NeuRes 


Fic. 1. — Courbe A: croissance normale 
de Welchia perfringens en bouillon Vf. 
Courbe B: croissance de W. perfringens 
en bouillon Vf additionné de 0,1 mg/ml 
d’adrénaline (solution frafche). Courbe 
CG : croissance de W. perfringens en 
bouillon Vf additionné de 0,116 mg/ml 
de « facteur déchainant » partiellement 
purifié. 


donne une courbe de turbi- 
dité sensiblement modifiée 
par rapport 4 la courbe de 
croissance normale. Ainsi la 
figure 1 montre que, déja 
a la premiére demi-heure, 
la turbidité marque une aug- 
mentation précoce en pré- 
sence de 0,1 mg/ml d’adré- 
naline (courbe B) que l’on ne 
retrouve dans la courbe nor- 
male (courbe A) qu’aprés 
une phase de latence de cing 
heures environ. Toutefois, 
cette augmentation brusque 
de la turbidité est suivie, 
dans le cas de |’adrénaline, 
par une phase de stabilisa- 
tion qui se prolonge pendant 
environ huit heures. 

Si maintenant, on examine 
ce qui se passe lorsqu’on 
ajoute du « facteur déchai- 
nant » partiellement purifié 
(courbe C) a4 un méme lot de 
bouillon Vf ensemencé ulté- 
rieurement avec un inoculum 
comparable, on est frappé 
d’emblée par la similitude de 
la courbe de turbidité obte- 
nue dans ces conditions avec 
celle fournie par. l’adréna- 
line. En effet, comme précé- 
demment, on constate une 
augmentation brusque de la 
turbidité dés la premiére 
demi-heure de _ croissance, 
suivie par une phase de sta- 
bilisation qui se prolonge 


pendant environ huit heures également. 
Il semble done qu’il y ait similitude d’action complete entre 
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l’adrénaline sous forme réduite (solution fraiche) et le « facteur 
déchainant » partiellement purifié. Ces résultats confirment l’ana- 
logie d’action déja constatée, entre l’adrénaline et le « facteur 
déchainant » sur la croissance de Welchia perfringens en bouil- 
lon Vf. 

En outre, ces résultats confirment l’hypothése que nous avions 
formulée précédemment [2], a savoir : que l’inhibition de la 
croissance par 0,1 mg/ml d’adrénaline, aprés |’augmentation 
initiale de turbidité, peut étre attribuée a ce que la solution 
d’adrénaline fraiche renferme uniquement un produit pur, tandis 
que le « facteur déchainant » brut est accompagné de substances 
nutritives non encore épuisées. 

Enfin, signalons que, dans de telles conditions d’expériences, 
nous avons observé que les bacilles sont lentement agglutinés 
lorsqu’ils sont placés en présence d’adrénaline (0,1 mg/ml) ou 
de « facteur déchainant » partiellement purifié (0,116 mg/ml). 

Cette observation n’a jamais été relevée dans les expériences 
antérieures réalisées en tubes scellés; en tout cas elle n’avait 
pu étre mise en évidence. I] se peut que l'emploi de grands 
volumes, dans le cas présent, ait permis une telle observation. 

De toute fagon, cette remarque rappelle les observations 
d’Evans, Miles et Niven, qui, en 1948, observaient qu’a 37° C 
1 mg/ml d’adrénaline agglutinait lentement une suspension de 
bacilles lavés (10° ml) de Welchia perfringens [8]. 

Nos résultats ont été obtenus au cours de deux expériences 
portant chacune sur une bouteille. 


RESUME ET CONCLUSION. 


L’addition de « facteur déchainant » partiellement purifié au 
bouillon Vf ensemencé par la suite avec W. perfringens a une 
activité comparable celle qu’exerce |’adrénaline sur la crois- 
sance de ce microorganisme, lorsque la solution d’adrénaline 
est fraichement préparée. Cette action s’exprime dés la premiére 
demi-heure par une augmentation rapide de la turbidité et par 
une inhibition subséquente de la croissance de W. perfringens 
en bouillon Vf. 


SUMMARY 


COMPARATIVE EFFECT OF ADRENALIN 
AND (BURSTING FACTOR » ON CULTURES OF Welchia perfringens. 


Ill. — Use or PARTIALLY PURIFIED ( BURSTING FACTOR ). 


The addition of partially purified « bursting factor » to Vf 
broth which is then seeded with W. perfringens exerts an adrena- 
lin-like action upon the turbidity of these cultures when the 
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adrenalin solution is freshly prepared. An increase in turbidity 
in the first half-hour of growth is obtained and is followed by 
an inhibition of this growth. 
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RECHERCHES SUR LES ODEURS DEGAGEES 
PAR LES ANAEROBIES 


i. =— CL. CORALLINUM 
par C. BILLY et A.-R. PREVOT (*). 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies) 


INTRODUCTION. 


Dans un travail antérieur, Prévot et Sarraf [4] ont cherché a 
déterminer la nature des substances chimiques qui sont la cause 
des odeurs dégagées par les bactéries anaérobies. Ces auteurs 
ont pu ainsi caractériser la production d’odeurs par un mélange 
complexe de « substances malodorantes dont la nature chimique 
est établie par chromatographie et électrophorése ». 

Chez Inflabilis lacustris ’odeur dégagée est la résultante d’un 
mélange d’amines fixes et volatiles s’ajoutant a des « quantités 
importantes d’indole et de scatole et de faibles quantités de SH, ». 
L’odeur y est légérement différente selon les souches, la réparti- 
tion des amines variant d’une souche a l'autre. 


TECHNIQUE. 


La présente étude porte sur Clostridium corallinum. Isolée 
pour la premiére fois par Prévot et Raynaud en 1944, cette espéce 
est ubiquitaire et a été trouvée notamment dans les varechs en 
putréfaction ramassés dans la zone de balancement des marées 
sur une plage du Cotentin [2]. 

Les douze souches que comprend la Collection du Service des 
Anaérobies ont été étudiées en fonction de leur pouvoir de décar- 
boxylation des acides aminés. 

Nous avons adopté la méthode de détermination des amines 
fixes et volatiles mise au point par Blass et Sarraf [8]. Cette 
méthode, simple et précise, a été exposée en détail par Sarraf 
dans sa thése [4] et dans le récent travail de Prévot et Sarraf (4) ; 
son principe repose sur la séparation par distillation des amines 
fixes et volatiles et sur l’analyse de ces amines par électrophorése 
et par chromatographie. 


(*) Manuscrit recu le 5 décembre 1960. 
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Aprés avoir procédé a des distillations, sous pression réduite, 
de cultures agées de six jours, nous avons recherché : 

1° Les amines fixes contenues dans les résidus des bouillons 
apres distillation. 

2° Les amines volatiles dans les distillats évaporés et remis 
en solution dans 5 ml d’eau. 


L’électrophorése est, semble-t-il, le meilleur moyen de déter- 
mination des amines fixes, tandis que la chromatographie se préte 
mieux a la mise en évidence des amines volatiles. Le dosage des 
amines, tant fixes que volatiles, peut se faire par évaluation 
directe ou par spectrophotométrie aprés élution. 

Le premier procédé permet la comparaison visuelle des taches 
d’amines par rapport a des quantités variables de solutions 
témoins a + 20 p. 100 prés. Nous avons utilisé pour l’étude 
quantitative de la tryptamine pour laquelle il n’existe pas, 4 notre 
connaissance, de méthode de dosage photométrique. 

Pour nombre d’amines, |’élution est d’une pratique courante ; 
elle conduit a des dosages précis au moyen de réactifs spécifiques 
(méthode de Moore et Stein, méthode de Fraenkel-Conrat et 
Singer). 


RESULTATS. 


I. — L’étude qualitative des bouillons de culture de Clostri- 
dium corallinum distillés au sixiéme jour de leur croissance fait 
apparaitre une grande homogénéité dans la production des amines 
de décarboxylation. 

‘Les douzes souches de Cl. corallinum, objets de cette étude, 
contiennent en quantités dosables : 


1° Des amines fixes : tyramine, putrescine et tryptamine. 
2° Une seule amine volatile, la p-phényl-éthylamine. 


Dans le bouillon qui contient les amines fixes, se trouve le 
substrat de l’odeur caractéristique des souches de Cl. corallinum. 
Quatre souches seulement renferment, en outre, une faible pro- 
portion de cadavérine. Les alcoylamines et les amines tertiaires 
sont absentes de ces souches. 


Il. — L’étude quantitative permet d’apprécier A sa juste valeur 
la présence de ces différentes amines. Le tableau I donne, en 
milligrammes par litre, les quantités d’amines fixes et volatiles 
contenues dans les bouillons et distillats des souches au sixiéme 
jour de leurs cultures. 


III. — Nous avons ensuite considéré le phénoméne de décar- 
boxylation en tant que processus du métabolisme bactérien et 
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Tasteau I. — Clostridium corallinum. 

SOUCHES | TYRAMINE | PUTRESCINE| CADAVERINE | tRYPTAMINE eee 
Rees 42 70,7 18,8 10,87 
BBL. 77,9 70,4 32,6 10,04 
AT OOR Ue 83,3 25,3 28 PG] 
GASB. 68 39,2 28 7,48 
PCr eae: 66,7 87,9 5,5 23,6 12,64 
Ogee CITE 12,2 35:3 13,25 
T4903 ans 31,5 30,8 4,6 26,1 8.01 
JSP One 38,6 35,2 36 iF 
A 48... 40,3 49,5 4,3 38 9,75 
ZAWE Oc cey s 41,2 40,8 27,8 9,59 
ZOA OT 272 II 1,9 30,9 532 
2205 eee 20,5 9,4 955 9,05 


Sixiéme jour de culture, en mg/litre. 


avons cherché A connaitre les teneurs en amines d’une méme 
souche a différents stades de culture. 


La souche 1493 A a été prise comme témoin, car elle contient 
de Ja cadavérine et sa teneur en amines se rapproche beaucoup 
du taux moyen de lensemble des souches. De plus, elle est la 
seule souche de Cl. corallinum qui ait montré, lors du premier 
isolement, un pouvoir pathogéne vis-a-vis de la souris. 


Les distillations ont été faites aprés vingt-quatre heures et 
aprés quarante-huit heures de culture en fioles d’Erlenmeyer, puis, 
dans les mémes conditions, aprés quatre, huit et quinze jours. ‘Les 
résultats quantitatifs y afférents sont résumés dans le tableau LH. 


Tasteau II. — Clostridium corallinum 1493. 
NOMBRE DE JOURS TYRAMINE | PUTRESCINE|TRYPTAMINE Pas 
eee Pau ees oe ettas bens 46,5 yi 18,8 11,8 
Pes Ho BS 8 ORS SAC OUD Oe 44,1 22,8 2129 14,5 
Bela © oho. Somos Oboe 38,2 69 28 19,8 
yD 6. SEO 0-5 past O ORES 58,3 39 39 6,04 
SiGe Oro. boi Or Cla Oe UME 71,8 36,6 49 3,59 


En mg/litre. 
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En outre, deux graphiques (fig. 1 et 2) établissent les courbes 
relatives aux dosages respectifs de la tyramine, la putrescine, la 
tryptamine et la g-phényléthylamine, entre le 1° et le 15° jour 
des cultures. 

La cadavérine ne figure pas A cété de ces courbes : non décela- 


mg/litre 


mg/litre 
He 


80 
60 


40 Putrescine 


20 
ots eek phényléthylamine 


eens 
Si es de jours 


Fie 2; 


ble dans les premiéres cultures, elle n’est ensuite représentée 
qu’en faible quantité. 


Discussion. 


L’étude des courbes précédentes fait apparaitre des résultats 
quantitatifs divers. Au 4° jour de culture une orientation se pré- 
cise généralement dans |’augmentation ou la diminution des 
teneurs en amines. 


1° Dans le cas de la p-phényléthylamine, l’optimum de décar- 
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boxylation se situe au 4° jour de culture ; la teneur de la souche 
en cette amine décroit ensuite jusqu’au 15° jour, ot elle n’est plus 
que de 3,59 mg par litre. Entre le 4° et le 15° jour, la diminution 
est de 81,9 p. 100. 


2° Le taux de tyramine passe, entre le 1* et le 4° jour, de 46,5 mg 
4 38,2 mg par litre, puis remonte progressivement jusqu’au 15° 
jour pour atteindre 71,8 mg, soit une différence totale de 
+ 35,5 p. 100 entre la teneur initiale et la teneur finale. 

3° Pour la tryptamine, l’augmentation, réguliére et constante, 
est de 61,7 p. 100 du premier au dernier jour. 

4° Les résultats relatifs 4 la putrescine sont moins nets. Entre 
le 1° et le 4° jour, la teneur en cette amine augmente de 55 p. 100; 
elle diminue ensuite, assez rapidement d’ailleurs, du 4° au 8° 
jour. ‘Le taux final est, malgré cette chute, supérieur de 15,6 p. 100 
a la production de putrescine du 1° jour. Peut-étre y a-t-il une 
intense dégradation de la putrescine qui, bien que continuant 
a se former, aboutirait par décomposition a la formation de 
pyrrolidine. 

CoNCLUSION. 


Il est indéniable que les amines entrent pour une grande part 
dans la production de l’odeur caractéristique de Clostridium 
corallinum. ‘Les différentes souches étudiées possédent — a la 
cadavérine prés — les mémes amines, et cela dans des proportions 
voisines. 

Les odeurs sont sensiblement les mémes dans toutes les souches 
de l’espéce et sont dues principalement 4 la présence de la putres- 
cine. L’apparition de la cadavérine, observée dans la souche 
1493 aprés quelques jours de culture, ne peut que renforcer 
cette odeur. 

Le faible pouvoir pathogéne que peut montrer Cl corallinum 
pourrait probablement étre expliqué par la présence de tyramine 
et de tryptamine (1). 


SUMMARY 


SrupDIES ON THE SMELLS EMITTED BY ANAEROBIC BACTERIA. 
Wa Cle coralliiniun:. 


The smell characteristic of Cl. corallinum is certainly due for 
a large part to amines. The various strains studied possess the 
same amines (except cadaverin) in about the same proportions. 


(1) Tout récemment, Bachrach, Sterk, Géry et Rozansky [5] ont 
attribué 4 la phényléthylamine et 4 la tyramine élaborées par Strepto- 
coccus faecalis, un réle dans 1’étiologie de certaines gastro-entérites 
des nourrissons. 
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The smells are about the same in all strains of the species and 
are mainly due to the presence of putrescin. The appearance of 
cadaverin in the strains 1493 after a few days of culture, enhances 
this smell. 

The low pathogenicity of Cl. corallinum might be due to the 
presence of tyramin and tryptamin. 
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EFFET “IN VITRO ”’ DE CERTAINES ENZYMES 
SUR DES FRAGMENTS DE CARTILAGE 
PROVENANT DE L’OREILLE DE LAPIN 


par Suzanne BAZIN et Albert DELAUNAY (*) 
{avec la collaboration technique de Waltraut WOHLFARTH). 


(C.N. R. S. et Service de Pathologie expérimentale, 
Institut Pasteur, Annexe de Garches, [S.-ei-O.]). 


INTRODUCTION. 


On sait que la fraction protéique de la chondromucoprotéine 
se montre particuliérement sensible a l’action protéolytique de la 
papaine [4, 2]. Cette action peut étre observée in vitro et in vivo. 
In vitro, elle se manifeste par une libération, dans le milieu 
d’incubation, d’acide chondroitine-sulfurique [8]. Elle se traduit 
également, in vivo, par une mise en liberté de mucopolysaccha- 
rides acides (ACh S) [4]. Ces corps passent dans la circulation 
et, au-dela, sont partiellement éliminés par les urines. 


La connaissance de ces notions déja classiques nous a conduits 
A nous poser les questions suivantes : 

a) \L’atteinte enzymatique de la protéine de la chondromuco- 
protéine entraine-t-elle la libération de constituants de la trame 
conjonctive autres que l’acide chondroitine-sulfurique ? 

b) L’atteinte de la méme protéine par une enzyme protéoly- 
tique différente de la papaine se traduit-elle aussi par une libé- 
ration de mucopolysaccharides ? 

c) Quelles sont les modifications apportées a la constitution de 
la trame conjonctive quand l’action enzymatique porte, non plus 
directement sur la protéine de la chondromucoprotéine, mais sur 
un autre constituant : acide chondroitine-sulfurique ou collagéne ? 


Pour essayer de résoudre ces questions, nous avons effectué, 
in vitro, toute une série d’expériences. 
(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 8 décembre 1960. 
Annales de l'Institut Pasteur, 100, n° 4, 1961. 32 
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1° Nous avons soumis des fragments de cartilage frais, pro- 
venant d’oreilles de lapins, soit A l’action de la papaine, soit a 
celle de l’a-chymotrypsine. Nous avons retenu cette derniére 
enzyme parce qu’elle est élaborée dans notre organisme et, d’aprés 
des travaux récents, au niveau des mastocytes [5], et aussi parce 
que nous disposions d’un échantillon purifié, 


2° Nous avons fait agir, sur d’autres fragments de cartilage, 
soit une solution d’hyaluronidase testiculaire, soit une solution de 
collagénase purifiée, obtenue a partir d’un bouillon de culture 
de Cl. histolyticum. 


3° Dans chaque cas, nous avons recherché, puis dosé la quan- 
tité de mucopolysaccharides acides passée en solution dans le 
liquide d’incubation sauf dans le cas de l’hyaluronidase ; en ce 
cas, nous avons dosé dans le liquide la quantité de produits 
dégradés provenant des mucopolysaccharides. 


4° Dans le cas de Ja papaine, de l’a-chymotrypsine et de 
Vhyaluronidase, nous avons recherché si la solubilisation par- 
tielle des constituants mucopolysaccharidiques du tissu n’est pas 
accompagnée par celle du collagéne (collagéne neutrosoluble). 


5° Dans le cas de la collagénase, nous avons voulu savoir 
quelle quantité de collagéne avait été attaquée par l’enzyme, 
cela en évaluant la quantité de peptides passés en solution dans 
le milieu d’incubation. 


6° Enfin, dans tous les cas, nous avons cherché si, de frag- 
ments de cartilage déja traités par une enzyme, on pouvait 
extraire une certaine quantité de collagéne (collagéne acidosoluble) 
par l’acide acétique dilué. Normalement, la chose est impossible. 
Mais, peut-étre devient-elle réalisable quand le substrat utilisé 
est une trame conjonctive déja altérée. Ici nous retrouvions le 
probléme des liaisons chimiques entre les divers constituants de 
la trame, probléme dont nous avons déja, & maintes reprises, 
souligné |’importance [6]. 


TECHNIQUES. 
1° MATERIEL. 


a) Cartilage. — Au moment d’une expérience, l’oreille d’un ou de 
plusieurs lapins adultes (2 kg) était détachée de l’animal. Le cartilage 
était soigneusement isolé des tissus adjacents puis découpé en fins 
fragments (taille : + 1 mm”). 


b) Enzymes, — Nous avons utilisé une papaine brute, titre 400 
(Touzart et Matignon), une g-chymotrypsine pure (Laboratoire Leur- 
quin), une hyaluronidase testiculaire dont 1 wg correspondait a 10 
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unités TRU (Institut Pasteur), enfin une collagénase purifiée 4 partir 
de cultures de Clostridium histolyticum (Nutritional Biochemicals Cor- 
poration). 


2° MopEs OPERATOIRES. 


Dans 1 ml d’un tampon phosphate m/15, contenant ou non 1 mg 
d’enzyme en solution, nous déposions 100 mg d’un tissu cartilagineux 
fraichement prélevé. Le pH des milieux était, en présence de papaine 
ou de collagénase de 7,8, en présence d’g-chymotrypsine de 8,2, en 
présence d’hyaluronidase de 6,5. Ces différents pH représentant, pour 
chaque enzyme utilisée, le pH optimum d’action.. 

Les préparations, une fois faites, étaient mises & incuber A 37° dans 
un bain-marie a agitation continue (appareillage de Warburg) pen- 
dant des temps variables, compris entre deux et douze heures. 

Le temps d’incubation achevé, les liquides d’incubation et les frag- 
ments de cartilage étaient séparés. Les liquides étaient utilisés pour 
différents dosages (voir plus loin). Les cartilages, de leur cété, étaient 
soumis A trois lavages par l’eau distillée. Chaque lavage, sous agi- 
tation, était poursuivi pendant vingt minutes. Le but de ces lavages 
était d’éliminer le phosphate et les mucopolysaccharides libérés, sous 
les actions enzymatiques, de la chondromucoprotéine et qui, les uns 
et les autres, pouvaient encore adhérer au tissu. Aprés le dernier lavage, 
les fragments de cartilage séjournaient pendant une nuit a 4°, dans 
l’eau distillée. Aprés cela, ils étaient soumis & une macération d’une 
durée de vingt-quatre heures a + 4°, dans une solution d’acide 
acétique au 1/1000. Le volume d’acide était cinq fois supérieur au 
poids du tissu. Le but de cette macération était d’extraire, si pos- 
sible, du collagéne acidosoluble. 


3° DosAGEs. 


a) Mucopolysaccharides acides. — Ceux-ci étaient isolés des milieux 
d’incubation par la méthode de Korn [7]. Leur taux était mesuré 
grace au dosage des acides uroniques, par la technique de Dische 
au carbazol [8]. 

b) Collagénes. — Le collagéne passé en solution dans les liquides 
d’incubation en hexosamines (technique de Elson et Morgan [40], 
tion acétique de macération (collagéne acidosoluble) étaient précipités 
par 10 p. 100 de CINa. Les précipités, une fois recueillis, étaient hydro- 
lysés en présence de CIH6N. Leur teneur hydroxyproline était enfin 
déterminée (technique de Neuman et Logan [9]). 

c) Les produits résultant de l’attaque enzymatique (hyaluronidase) 
des mucopolysaccharides étaient titrés d’aprés la teneur du liquide 
d’incubation en hexosamines (technique de L. A. Elson et Morgan [40], 
modifiée par Immers et Vasseur [41]). 

d) Les fragments de cartilage soumis 4 l’action de la collagénase 
avaient donné naissance a des produits de dégradation protéique. 
Ceux-ci ont été titrés par détermination de la teneur des liquides en 
hydroxyproline, aprés hydrolyse en présence de CIH6N. La quan- 
tité de collagéne dégradé était calculée d’aprés la teneur du liquide en 
hydroxyproline (x 7,46). 
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RESULTATS. 


Ils sont reproduits dans les tableaux I, II et III. L’examen 
de ces tableaux révéle les faits suivants 

1° Le cartilage qui a subi l’attaque enzymatique de la papaine 
a perdu, non seulement une certaine quantité d’acide chondroi- 


Tasieau I. 
MILIEUX D’INCUBATION 
ms s TEMPS 
mers aes D’ INCUBATION 
(en heures) Tampon | Solution de | Solution d’« 
phosphate papaine chymotrypsine 
M. P. acides (1).. 2 1,5 24 
4 I,9 25 2,8 
6 2,5 25 O52 
9 455 20 
I2 539 22, 
Collagéne neutro- 
soluble (2)..... | 2 352 8,5 
4 352 9,2 353 
6 453 9,57 4 
9 4,5 797 
, ; i2 4,7 9,7 
Collagéne acido- 
soluble"(@)— =... a fo) 25 fo) 
4 f°) 3,8 fe) 
6 fo) 4 fo) 
9 ° 0,9 
12 fe) Zt 
(1) Quantité dissoute dans le milieu d’incubation exprimée en milligrammes d’acide glucuro- 
nique par gramme de cartilage frais. 
(2) Quantité dissoute dans le milieu d’incubation en milligrammes par gramme de cartilage 
frais. 
(3) Quantité dissoute dans l’acide acétique au 1/1000’ en milligrammes par gramme ‘de 
cartilage frais. 


tine sulfurique, mais encore du collagéne neutrosoluble. La perte 
en collagéne, toutefois, est proportionnellement moindre. Par 
ailleurs, une partie du collagéne (collagéne acidosoluble), qui était 
demeurée dans les fragments de cartilage traités par l’enzyme, 
s’est trouvée dissoute dans la solution acide. Cela n’a jamais 
lieu quand on utilise un cartilage normal. 

2° Les fragments de cartilage traités par 1’o-chymotrypsine 


x 


subissent des transformations chimiques analogues a celles 
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TaBLeau II. 
TEMPS D’ INCUBATION 
Manes calution M. P. ACIDES COLLAGENE COLLAGENE 
@’hyaluroni dace DEGRADES NEUTROSOLUBLE|} ACIDOSOLUBLE 
(en heures) (1) (2) (3) 
2 I,9 ce) 
4 | 2,5 fe) 
6 3,1 2,7 | te) 
9 | 4 3,8 fo) 
12 Sor Aig fe) 
(rt) Taux exprimé en milligrammes d’hexosamines és i iqui 
qicibeten ae ee bem nes passés en solution dans le liquide 
(2) ee ages dans le liquide d’incubation en milligrammes par gramme de 
(3) sass aes dans Vacide acétique au 1/1000’ en milligrammes par gramme de 


TasLeau III. 


NATURE DES 


ENZYMES TEMPS M.P. acipEs COLLAGENE COLLAGENE 
ajoutées au | D'INCUBATION|  ~ (x) DEGRADE | ACIDOSOLUBLE 
milieu (en heures) (2) (3) 


d incubation 


Collagénase.... 2 1,5 40,6 oO 
4 1,8 52 fo) 
6 253 87,6 fo} 
PaApales. v0. oc. Z 1357, 
puis 
Collagénase.... 2 457 80,6 i059) 


(x) Quantité dissoute dans le milieu d’incubation exprimée en milligrammes d’acide glucu- 
ronique par gramme de cartilage frais. 

(2) Calculé d’aprés la quantité d’hydroxyproline (d’origine peptidique) dissoute dans le 
liquide d’incubation (quantité exprimée en milligrammes par gramme de cartilage frais). 

(3) Quantité dissoute dans l’acide acétique au 1/r1ooo° en milligrammes par gramme de 
cartilage frais. 


qu’entraine la papaine. Mais ces transformations sont moins accu- 
sées. Il faut. pour produire avec 1’a-chymotrypsine une libération 
équivalente de mucopolysaccharides et de collagéne, un temps 
d’attaque bien supérieur a celui qui est requis par la papaine 
(neuf 4 douze heures au lieu de deux et de quatre heures). 
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3° L’hyaluronidase testiculaire, utilisée seule, se montre inca- 
pable de détruire l’acide chondroitine sulfurique résidant encore 
dans la matrice cartilagineuse (tableau II), En effet, la quantité 
d’acide dégradé passée en solution dans le tampon n’est pas 
supérieure & la quantité de MP solubilisés par le tampon sans 
enzyme (Cf tableau I). 


4° La collagénase, elle, parvient A attaquer une partie du col- 
lagéne présent dans le cartilage ; mais son action se fait beaucoup 
plus forte quand, dans un premier temps, la chondromucoprotéine 
du cartilage a été détruite par la papaine. 


DISCUSSION. 


Les destructions enzymatiques de la chondromucoprotéine pré- 
sente dans le cartilage conduisent non seulement (comme on le 
savait déja) a une libération de mucopolysaccharides acides 
(A.Ch.S.), mais encore (fait démontré par les expériences ici rap- 
portées) 4 une libération du collagéne. De cartilages déja traités 
par une protéase, on parvient, en effet, a extraire, au moyen d’un 
tampon phosphate légérement alcalin, une quantité de collagéne 
neutro-soluble nettement supérieure a celle qu’on peut retirer, dans 
les mémes conditions, d’un cartilage normal. Par ailleurs, on peut 
extraire de cartilages déja traités, au moyen d’une solution acide, 
une certaine quantité de collagéne acidosoluble, ce qui n’est pas 
possible quand on utilise pour substrat un cartilage normal. 
Voila qui montre que, dans le tissu cartilagineux sain, collagéne 
et chondromucoprotéine sont, au moins partiellement, « liés ». 

En ce qui concerne l’attaque enzymatique proprement dite de 
la chondromucoprotéine, les faits que nous avons observés nous- 
mémes sont en plein accord avec ceux déja recueillis par des 
biochimistes, en particulier par Muir [4, 3], Partridge et coll. [2]: 
la fraction protéique du substrat est sensible 4 plusieurs enzymes 
protéolytiques. En ce cas toutefois, l’action de la papaine se 
montre bien supérieure a celle des autres protéases : trypsine 
ou a-chymotrypsine. L’action de ces diverses enzymes sur du 
tissu cartilagineux encore intact parait comparable a celle obser- 
vée sur le seul élément chondromucoprotéique isolé du tissu. 

L’hyaluronidase s’est révélée, entre nos mains, inefficace pour 
attaquer le tissu cartilagineux. Mais cette observation, elle aussi, 
est en parfait accord avec ce qu’on savait déja. Sur ce sujet, 
nous pouvons faire briévement mention des résultats publiés par 
Fawns et Landells et aussi par Partridge et coll. 

Fawns et Landells [42] ont, par exemple, constaté que l’hyalu- 
ronidase attaque les mucopolysaccharides sur coupes de carti- 
lage (MP colorables par le bleu de toluidine) dans le seul cas 
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oul ces coupes ont été traitées au préalable par de l’acide chlor- 
hydrique N/10. Ce serait, & leur avis, parce que l’acide fait 
subir au tissu une légére décalcification. On pourrait cependant 
imaginer aussi, compte tenu de ce qu’on sait aujourd’hui de la 
chondromucoprotéine, que l’action de l’acide tient autant aA une 
rupture de la combinaison protéine-mucopolysaccharides dans le 
complexe en question. I] a, en effet, été établi que la chondro- 
mucoprotéine isolée du tissu cartilagineux, est sensible aux acides 
dilués. Partridge et coll. [2, 43], de leur cété, ont observé que 
Vhyaluronidase ne parvient a attaquer l’acide chondroitine sul- 
furique présent dans la chondromucoprotéine que lorsque la 
fraction protéique de celle-ci a été détruite par de la papaine. 

Selon nous, J’inefficacité de l’hyaluronidase sur le cartilage a 
surtout l’intérét de souligner, aprés tant d’autres faits, l’impor- 
tance des « liaisons » chimiques qui, dans la trame conjonctive, 
assurent le maintien de la structure. Il ne parait plus douteux 
que des « liaisons » normales, établies entre les principaux cons- 
tituants de la trame, sont de nature 4 s’opposer 4 l’action dégra- 
dante d’enzymes qui viendraient 4 exercer localement leur action. 


Considérons enfin, ce qui concerne l’effet de la collagénase. 
Celle-ci parait incapable de détruire la protéine de la chondro- 
mucoprotéine (elle n’accélére pas la libération des mucopoly- 
saccharides dans le milieu d’incubation). Elle parvient, en 
revanche, a attaquer le collagéne présent dans le tissu cartila- 
gineux. Il est toutefois a remarquer que son attaque devient 
beaucoup plus profonde quand, au préalable, une fraction de 
la chondromucoprotéine a été détruite par la papaine. Nous 
avons vu par exemple, que, pour assurer la destruction d’une 
quantité donnée de collagéne par la collagénase, six heures 
sont nécessaires quand on part d’un cartilage normal et deux 
heures seulement quand on utilise un cartilage déjA soumis a 
l’action de la papaine. On peut voir JA une nouvelle preuve en 
faveur de l’effet « protecteur » de la chondromucoprotéine sur 
le collagéne. 


CONCLUSIONS. 


Les expériences rapportées dans ce travail, en révélant l’action 
de différentes enzymes sur le cartilage, indiquent que, dans le 
maintien de la structure de ce tissu, la fraction protéique de la 
chondromucoprotéine joue un réle essentiel. Quand, en effet, elle 
a été altérée, mucopolysaccharides et collagéne se trouvent plus 
ou moins « libérés » du tissu. Pour cette raison, leur extractibi- 
lité est rendue plus facile, ou bien encore leur sensibilité 4 une 
attaque enzymatique est devenue plus grande. 

De tels faits suffisent a expliquer ce que l’on constate, in vivo, 
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chez les animaux qui ont été traités par la papaine. Ils consti- 
tuent aussi un argument de poids en faveur de la conception 
que nous avons émise concernant l’importance des « haisons » 
(interactions) entre les divers constituants de la trame conjonc- 
tive. 


RESUME. 


1° L’attaque du cartilage par la papaine entraine une libéra- 
tion, non seulement de l’acide chondroitine sulfurique, mais 
encore du collagéne neutrosoluble. 


2° On peut extraire, a partir de fragments de cartilage traités 
au préalable par la papaine, des quantités anormalement fortes 
de collagéne acidosoluble. 

3° L’attaque du cartilage par l’a-chymotrypsine produit des 
effets analogues, mais moins marqués. 

4° L’hyaluronidase testiculaire ne peut détruire lacide chon- 


droitine sulfurique présent dans’ une matrice cartilagineuse nor- 
male. 


5° Une collagénase, au contraire, peut, sur le méme substrat, 
détruire le collagéne. Son action devient encore plus prononcée 
quand, dans un premier temps, la fraction chondromucoprotéique 
a été détruite par la papaine. 


SUMMARY. 


In vitro ACTIVITY OF CERTAIN ENZYMES ON RABBIT EAR 
CARTILAGE FRAGMENTS. 


It is well known that the protein moiety of the chondromuco- 
protein is easily destroyed by the proteolytic enzyme papain in 
vitro and in vivo. 


The present experiments have established the following new 
facises 


1° The action of papain on cartilage in vitro does not only 
release chondroitin sulfate, but also neutral salt soluble collagen. 


2° Unusually large quantities of acidosoluble collagen can be 
extracted from pretreated papain cartilage. 


3° The action of a-chymotrypsin on cartilage has the same 
but much less pronounced effects than papain. 


4° Testicular hyaluronidase cannot destroy chondroitin sulfate 
present in a normal cartilage matrix. 


5° Collagenase, on the contrary, is able to destroy collagen 


ACTION DES ENZYMES SUR LE CARTILAGE 489 


from normal cartilage. It can hydrolyze much more collagen 
when chondromucoprotein has first been destroyed by papain. 


These results obviously show the important role of the chon- 
dromucoprotein in the maintenance of the normal structure of 
cartilage. They are a strong argument for the author’s theory 
about the importance of the linkages between the chemical cons- 
tituents of the intercellular part of the connective tissue. 
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LES PRODUITS DE DEGRADATION 
DU FIBRINOGENE HUMAIN PAR LA PLASMINE 


Il. — ETUDE IMMUNOLOGIQUE: MISE EN EVIDENCE D’ANTICORPS 
ANTI-FIBRINOGENE NATIF POSSEDANT DES SPECIFICITES DIFFERENTES 


par V. NUSSENZWEIG (*), M. SELIGMANN (**) et P. GRABAR (***) 
(avec la collaboration technique de M. BOUCART) 


(Service de Chimie microbienne, Institut Pasteur, Paris) 


Dans un travail antérieur [4], nous avons fractionné par chro- 
matographie les produits obtenus aprés dégradation prolongée du 
fibrinogéne humain par la plasmine et précisé certaines de leurs 
propriétés physico-chimiques. 

L’ étude immunologique —en milieu gélifié et en milieu liquide — 
des produits de fibrinogénolyse ainsi fractionnés permet de démon- 
trer Vhétérogénéité des anticorps précipitants obtenus chez le 
lapin aprés immunisation par du fibrinogéne non dégradé : il existe 
dans ces immunsérums plusieurs variétés d’anticorps possédant des 
spécificités différentes et réagissant avec des déterminants anti- 
géniques distincts situés sur la molécule du fibrinogéne. 


MATERIEL ET METHODES. 


Les méthodes utilisées pour la préparation du fibrinogéne, pour sa 
dégradation et pour le fractionnement des produits de fibrinogénolyse 
par chromatographie sur colonne de di-éthyl-amino-éthyl cellulose 
[DEAE] (1) ont été indiquées dans un travail précédent [4]. Les pro- 
priétés physico-chimiques des produits ainsi fractionnés sont repro- 
duites sur le tableau I. 


(*) Boursier du Conseil National de Recherches du Brésil (adresse 
actuelle Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, Dept. 
Parasitologie, Brésil). 

(**) Chargé de Recherches au C. N.R. S. 

(***) Manuscrit recu le 29 novembre 1960. 

(1) Les abréviations suivantes seront utilisées : SBI = inhibiteur de 
trypsine du soja ; DEAE = di-éthyl-amino-éthyl. 
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IMMUNSERUMS ANTI-FIBRINOGENE. — Ils ont été obtenus chez le lapin 
par injection intraveineuse de fibrinogéne humain adsorbé ou non sur 
alun [2]. Les injections ont été effectuées quatre fois par semaine pen- 
dant trois semaines, 4 doses progressivement croissantes ; chaque lapin 
a recu au total 30 4 70 mg de fibrinogéne. Les lapins ont été saignés a 
blanc huit jours aprés la derniére injection. Pour éviter la présence de 


TasLEau I. — Propriétés des produits terminaux de la dégradation du 
fibrinogéne par la plasmine isolés par chromatographie sur colonne 
de DEAE-cellulose [1]. 


‘ etivas CONSTANTE POLDS MO- | CHAUFFAGE | MODBILITE PRECIPITATION 
DE LECULAIRBE A 56°C ELECTRO- {VEC N SRUMS 
~ 4 5 : TRO AVEC NOS SERUN 
RACTION SEDIMENTATION DIFFUSION APPROXIMA-= 30 min. PHORETIQUE ANTI-FIBRINO= i 
s, APPROXIMA- TIF RELATIVE GENE 
20 W TIVE Ux 
em2.sec.-1 U albumine 


Thermosta- . = 
ble 


Thernosta— ee 
ble 

Thermola— O. + 
bile 

Thermosta— . + 
ble 


* Ces deux constituants n’ont pu étre séparés que par électrophorése en gélose. 


thrombine dans les immunsérums, une technique particuliére a di 
étre utilisée : le sang a été recueilli sur citrate de Na 0,15 M ; ce plasma 
a été chauffé a 56° C pendant quinze minutes et le fibrinogéne ainsi 
précipité a été séparé par centrifugation. Ces immunsérums ont été 
conservés en ampoules scellées & — 20° C. 


REACTION DE PRECIPITATION EN MILIEU GhLIFIE. —- Méthode de double 
diffusion selon Ouchterlony [3] avec une gélose 4 1 p. 100 contenant 
du NaCl & une concentration finale de 0,15 M. L’incubation a été effectuée 
a la température du laboratoire. 


ANALYSE IMMUNO-ELECTROPHORETIQUE. — Selon Grabar et Williams [4], 
en tampon véronal sodique pH 8,2 ; pour la plupart des expériences, la 
durée de 1’électrophorése a été bréve : trente minutes avec une différence 
de potentiel de 8 V/cm pour des plaques de 10,7x4,4 cm. 


R&ACTION DE PRECIPITATION QUANTITATIVE. — L’influence du pH auquel est 
effectuée la réaction, de la température d’incubation et du nombre de 
lavages auxquels est soumis le précipité a été préalablement étudiée, 
pour le systéme fibrinogéne-anti-fibrinogéne, par dosage du précipité 
en différents points dans la zone d’excés d’anticorps et dans la zone 
d’équivalence. Nous n’avons noté aucune variation a) pour des pH 
compris entre 6,5 et 8,0 ; b) pour un nombre de lavages compris entre 
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2 et 4; c) pour des incubations effectuées, soit 4 37° C pendant trente 
minutes puis 4 20°C pendant dix-huit heures, soit & 37°C pendant 
trente minutes puis a 4° C pendant dix-huit ou quarante-deux heures. 


. 


Les conditions utilisées dans nos expériences ont été les suivantes : 
aprés centrifugation de l’immunsérum et de la solution antigénique, 
toutes les dilutions ont été effectuées dans un tampon phosphate de Na, 
0,05 M, pH 7,2 + NaCl 0,10 M. La quantité d’immunsérum a varié 
d’une expérience a l’autre, mais, pour chaque série de dosages, le 
volume total a été constant et la dilution finale de l’antisérum a été 
approximativement la méme d’une série 4 l’autre. Les réactions ont été 


faites dans des tubes coniques gradués. 


Pour les réactions avec le fibrinogéne non dégradé, la précipitation a 
été conduite 4 37° C pendant trente minutes, puis 4 20° C pendant dix- 
huit heures, car le fibrinogéne, 4 fortes concentrations, précipite sponta- 
nément A froid. Pour les réactions avec les produits de fibrinogénolyse, 
les températures d’incubation ont été de 37° C pendant trente minutes, 
puis 4° C pendant dix-huit heures. 


Le précipité a été lavé trois fois avec la solution tamponnée puis 
dissous dans une petite goutte de NaOH, 1 N ; le volume a été amené a 
1 ml par adjonction d’eau distillée. Le dosage des protéines a été fait 
avec le réactif de Folin-Ciocalteau selon la technique de Lowry [5]. Des 
courbes d’étalonnage ont été effectuées d’une part avec le fibrinogéne, 
d’autre part avec des y-globulines de lapin séparées par chromatographie 
sur colonne de DEAE-cellulose ; les deux courbes étaient pratiquement 
superposables pour des quantités de protéines de 20 4 100 ug. 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — Réaction de précipitation en milieu gélifié entre une préparation de 

fibrinogtne a plusieurs concentrations et les immunsérums anti-fibrinogéne 716 

(fig. 1 a) et 642 (fig. 1 b). Anti-f: sérum anti-fibrinogéne. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 

et 8: fibrinogéne 4 des concentrations respectives de 8, 4, 2, 0,5, 0,25, 0,125, 
0,062 et 0,031 mg/ml. 


Vic. 2. — Superposition des images obtenues aprés analyse immuno-électrophorétique 

du fibrinogéne et des produits terminaux de dégradation du fibrinogéne par la 

plasmine. Anti-f: sérum anti-fibrinogéne ; f: fibrinogéne (8,3 mg/ml); f ly: 
produits de fibrinogénolyse (8,0 mg/ml). 


Fic. 3. — Analyse immuno-électrophorétique des fractions D et E séparées par 
chromatographie sur DEAE-cellulose, & partir des produits terminaux de fibri- 
nogénolyse. Anti-f : sérum anti-fibrinogtne; D : fraction D (400 pg/ml) ; 


E : fraction E (300 ng/ml) 


Fic. 4. — Réactions croisées entre, d’une part, le fibrinogéne et, d’autre part, 
chacun des constituants D et E. Anti-f : sérum anti-fibrinogéne; D : fraction D 
(500 pg/ml); E : fraction E (300 pg/ml); f : fibrinogéne (450 pg/ml). 


Fic. 5, — Réaction croisée entre le constituant E et le fibrinogéne. Anti-f 
serum anti-fibrinogene; E : deux préparations différentes de la fraction E 
(400 pg/ml) ; f: fibrinogéne (7 mg/ml). 
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Pour chaque série de réactions, on a contrélé l’absence de précipité 
avec chacun des réactifs isolément (antisérum et antigéne). Aucun 
des sérums de lapin prélevés avant immunisation ne réagissait avec 
les divers antigénes. 

La recherche d’antigénes et d’anticorps dans le surnageant a ét$ 
effectuée soit par l’épreuve de précipitation interfaciale (ring-test), soit 
par double diffusion en milieu gélifié [6]. 


R&AcTION D’InHIBITION. — La recherche d’une éventuelle action inhibi- 
trice a été effectuée selon la technique habituelle : addition du produit 
présumé inhibiteur a l’antisérum, incubation 4 37°C pendant trente 
minutes, puis adjonction de l’antigéne précipitant ; la réaction de préci- 
pitation est alors conduite comme décrite plus haut. La quantité de 
précipité dans ces conditions est comparée a celle obtenue dans un tube 
témoin contenant les mémes réactifs, sauf 1’éventuel inhibiteur. 


R&ESULTATS. 


PRECIPITATION SPECIFIQUE EN MILIEU GELIFIE. — La figure 1, 
planche I, montre les lignes de précipitation données par le fibri- 
nogéne, 4 différentes concentrations, lorsqu’il réagit avec deux 
immunsérums anti-fibrinogéne. On voit que cette préparation de 
fibrinogéne donne une seule ligne de précipitation (fig. 1 a) a 
toutes les concentrations avec l’immunsérum 642 ; sur la figure 1 b, 
on voit apparaitre avec l’immunsérum 716, une seconde ligne de 
précipitation plus faible, pour les concentrations de fibrinogéne 
supérieures 4 2 mg/ml. Cette seconde ligne correspond 4 une impu- 
reté puisqu elle se forme encore si on fait réagir avec l’immunsérum 
le surnageant obtenu aprés coagulation du fibrinogéne par la 
thrombine. Certaines préparations de fibrinogéne contiennent, a 
des concentrations minimes, d’autres impuretés qui ne peuvent 
étre décelées que par certains de nos immuns¢rums. 

L’éventualité d’une dégradation du fibrinogéne dans la gélose 
pendant I’incubation est écartée pour les deux raisons suivantes : 
a) faible diffusion dans la gélose du constituant donnant la ligne 
de précipitation du fibrinogéne ; b) absence de modifications de 
cette ligne quand la réaction est effectuée en présence de Vinhi- 
biteur de trypsine du soja (SBI) a forte concentration. 

Les produits obtenus aprés dégradation prolongée du fibrino- 
gene par la plasmine réagissent avec les immunsérums_anti- 
fibrinogéne en donnant, en double diffusion en milieu gélifié, deux 
lignes de précipitation distinctes. L’analyse immuno-électrophoré- 
tique montre que ces deux lignes de précipitation, qui corres- 
pondent a des constituants ayant une mobilité électrophorétique 
différente, se croisent trés nettement (pl. I, fig. 2). 

Les deux constituants ainsi décelés se retrouvent |’un dans la 
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fraction D, l’autre dans la fraction E, de notre séparation chro- 
matographique (tableau I) ; la preuve en est apportée dans un autre 
travail [7]. La figure 8, planche I, montre limage obtenue par 
analyse immuno-électrophorétique de chacune de ces deux frac- 
tions. Par la technique d’Ouchterlony, on constate que les lignes 
de précipitation déterminées par ces deux fractions, lorsqu’elles 
réagissent avec les immunsérums anti-fibrinogéne, s’entrecroisent. 


L’ultracentrifugation et l’électrophorése en gélose n’ont permis 
de déceler qu’un constituant dans chacune de ces deux fractions [4]. 
Leur étude par les techniques immunochimiques, qui sont plus 
sensibles, prouve cependant que l’une d’entre elles n’est pas homo- 
géne. En effet, la fraction E contient, outre son constituant majeur 
qui détermine la ligne de précipitation de Ja figure 3 (et que nous 
appellerons constituant E), des impuretés : on peut y mettre en 
évidence, a) une quantité minime du constituant D (2); 6) l'une 
au moins des impuretés sériques de nos préparations de fibrino- 
géne ; c) le constituant E, (voir plus bas). Par contre, nous n’avons 
décelé aucune impureté dans la fraction D. 


Quoi qu’il en soit, ni le constituant D, ni le constituant E, respon- 
sables de la formation des lignes de précipitation de la figure 3, 
ne correspondent a des impuretés sériques de nos préparations de 
fibrinogéne. En effet, aucune de ces deux lignes de précipitation 
n’est décelée lorsque les immunsérums anti-fibrinogéne réagissent 
soit avec les préparations de fibrinogéne natif, soit avec les liquides 
surnageants obtenus aprés coagulation de ces préparations par la 
thrombine. D’ailleurs, aucune de ces deux lignes n’est visible 
quand on fait réagir les fractions D et E avec un sérum de mulet 
anti-sérum humain normal (n° 282 de l'Institut Pasteur) qui est 
capable de reconnaitre plus de 25 constituants dans le sérum 
humain normal. 


L’étude par double diffusion en milieu gélifié montre un fait 
essentiel : lors de la réaction avec les immunsérums anti-fibrino- 
géne, chacune des deux lignes de précipitation déterminées par 
les constituants D et E donne une image de réaction croisée avec 
la ligne du fibrinogéne natif. Ce fait est illustré par les figures 4 
et 5, planche I. 


La figure 5 montre que la fraction E donne une seconde ligne 
de précipitation de plus faible intensité. Cette seconde ligne reste 
aussi nette quand l’immunsérum a été préalablement absorbé par 
du sérum humain normal (jusqu’a négativation du « ring-test » 
avec du sérum humain normal dilué a 1/10). Dans aucune des 
expériences effectuées cette ligne n’a croisé celle déterminée par 


(2) La fraction chromatographique E est éluée aprés la fraction D, 
dont une faible quantité est retenue dans la colonne. 
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avec les sérums anti-fibrinogéne que nous avons utilisés. 


tableaux II donnent les résultats des réactions de précipitation 


quantitative entre, d’une part, trois immunsérums anti-fibrinogeéne 
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et, d’autre part, le fibrinogéne natif et les fractions D et E, séparées 
par chromatographie des produits de fibrinogénolyse (8). 

Ces résultats sont illustrés par les courbes de la figure 6. Les 
courbes f, et D représentent les réactions entre les sérums anti- 
fibrinogéne et respectivement le fibrinogéne et la fraction D. Les 
réactions de précipitation entre la fraction E et le sérum anti- 
fibrinogéne (courbes E) ont été effectuées avec des immunsérums 
préalablement épuisés a l’équivalence par la fraction D, puisque 
la fraction E contient une quantité minime du constituant D. La 
quatriéme courbe (f,) a été obtenue en faisant réagir avec le fibri- 
nogéne natif les immunsérums préalablement épuisés (a l’équiva- 
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Fic. 6. — Réactions de précipitation quantitative entre trois sérums anti- 
fibrinogéne, le fibrinogtne et les fractions D et E (isolées des produits de 
fibrinogénolyse). x x : réactions avec le fibrinogéne natif. 


Dans les encadrements, nous avons indiqué la présence ou Jl’absence des 
diverses variétés d’anticorps dans les surnageants. A: anticorps anti-D; ©O 
anticorps anti-E. @): anticorps anti-fibrinogéne autres qu’anti-D et anti-F. 
A A : réactions avec la fraction D. © O —  : réac- 
tions avec la fraction E ; les immunsérums ont été préalablement épuisés par la 
fraction D. @) —— : réactions avec le fibrinogéne, les immun- 
sérums ayant été préalablement épuisés par les fractions D, puis E. 


(3) Les réactions n’ont pas pu étre effectuées avec des immunsérums3 
préalablement absorbés par le sérum humain normal, car cette absorp- 
tion entraine un apport de thrombine. Cependant les données des 
expériences de précipitation en milieu gélifié prouvent que les impu- 
retés sériques interviennent peu dans les réactions. Rappelons, en outre, 
que la fraction E contient le constituant E,; nous désignerons par 
« anticorps anti-E » l’ensemble des anticorps anti-constituants E et E,. 
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lence) par la fraction D puis par la fraction E. Pour chaque 
immunsérum, les courbes f, et f, ont été établies simultanément 
en utilisant la méme préparation de fibrinogéne. 

L’aspect des courbes est différent selon Vantigéne utilisé. Avec 
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le fibrinogéne natif, la dissolution du précipité en excés d’anti- 
gene est trés lente, alors qu’avec le produit D, elle se produit 
beaucoup plus rapidement, 

Le rapport pondéral anticorps/antigene dans le précipité 4 la 
zone d’équivalence (calculé en admettant que la totalité de anti- 
géne est présente dans le précipité) est variable d’un antigéne 
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a autre, mais analogue d’un immunsérum a Vautre pour un meme 
antigéne. Le nombre de molécules d’anticorps précipitées dans la 
zone d’équivalence par chaque molécule d’antigéne est, comme on 
pouvait s’y attendre, fonction du poids moléculaire des produits 
(tableau III). 


Tasteau Il]. — Rapports pondéraux et moléculaires entre anticorps et 
antigénes dans le précipité 4 la zone d’équivalence. 


me anticorps molécules anticorps 


ANTISERUM N° ANTIGENE 
mg antigene molécules antigene 


Fibrinogene 


Fraction FE 


Fribrinopene 
Fraction D 


Fraction 1,* 
Fibrinopene 
Fraction D 


Fraction E* 


* En ce qui concerne la fraction E, ces données ne sont qu’approximatives, puisqu il 
n'a pas été tenu compte du constituant mineur Ex. 


Tasruau IV. — Anticorps anti-fibrinogéne et anti-fractions D et E dans 
des immunsérums anti-fibrinogéne non dégradé (mg/ml d’antisérum). 


SERUM N° ANTICORPS ANTI - ANTICORPS ANTI- ANTICORPS ANTI- 
YIBRINOGENE NATIF YRACTION 1D FRACTION 


Pour chacun des trois immunsérums, la somme des anticorps 
précipités par les fractions D et E et des anticorps encore préci- 
pités par le fibrinogéne aprés absorption des anticorps anti-D et 
anti-E (courbes f,) correspond approximativement a la quantité 
d’anticorps précipités par le fibrinogéne non dégradé (courbe f,). 


LES PRODUITS DE DEGRADATION DU FIBRINOGENE 501 


La somme des anticorps anti-D et anti-E ne représente dans les 
trois antisérums étudiés ici que 20 a 40 p. 100 de l’ensemble 
des anticorps anti-fibrinogéne. Les proportions relatives de cha- 
cune de ces deux variétés d’anticorps sont variables d’un immun- 
sérum a l’autre, comme le montre le tableau IV. Il faut noter 
que le sérum 716 est le seul des dix immunsérums anti-fibrino- 
gene étudiés dans notre laboratoire qui contienne plus d’anti- 
corps anti-E que d’anticorps anti-D. 

Les proportions variables d’anticorps anti-D et anti-E dans les 
trois immunsérums étudiés par des méthodes quantitatives sont 
encore démontrées par l’analyse, en milieu liquide ou gélifié, des 
réactions des surnageants des courbes f, — dans la zone d’excés 
d’anticorps — avec le fibrinogéne et les fractions D et E 
(tableaux II). On voit que les anticorps anti-D et anti-E sont épuisés 
par des quantités différentes de fibrinogéne, cette quantité étant 


Tasteau V. — Recherche d’une action inhibitrice des fractions A et 
B+C sur la réaction de précipitation d’un sérum anti-fibrinogéne 
(n° 642) avec le fibrinogéne *. 


mg ajoutés par ml de sérum 


' 
Tube Al Tube B | Témoin| Vénoin 


Pibrinopgeéne dag 


ue de protéines 
précipitées par| 4,44 
ml de sérum 


* Les conditions d’expérience sont indiquées dans le chapitre Trecuniquezs. 
bien entendu toujours inférieure a celle nécessaire pour épuiser 
l'ensemble des anticorps anti-fibrinogéne natif. 

La quantité maxima d’anticorps précipités par l’ensemble des 
produits de fibrinogénolyse (avant tout fractionnement) ne repré- 
sente qu’environ 30 p. 100 de la totalité des anticorps anti- 
fibrinogéne contenus dans l’immunsérum utilisé. 


EXPERIENCES D’ INHIBITION. — Les fractions chromatographiques 
A et B-C (tableau I), qui correspondent a des constituants de petit 
poids moléculaire, ne précipitent avec aucun de nos immunsérums 
anti-fibrinogéne, ni a l’épreuve du disque ni en milieu gélifié, a 
des concentrations de 20 a 100 ug/ml. C’est pourquoi nous avons 
recherché si ces produits avaient ou non une action inhibitrice 
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sur la réaction de précipitation entre le fibrinogéne et les sérums 
anti-fibrinogéne. Les résultats de ces expériences sont négatifs : 
les différences observées ne nous semblent pas significatives (4) 


[tableau V]. 


Tasteau VI. — Recherche d’une action inhibitrice des fractions A et 
B +°C sur la réaction de précipitation d’un sérum anti-fibrinogéne 
(no 642) avec le produit D*. 


F . : : 
us ajoytes par wl de sérum 


TRACYIONS ‘ : 
‘Tube B Témoin 


me protéines pré- 
cipitées par wl 
de sérum 


* Les conditions d’expérience sont indiquées dans le chapitre TEcuniQugs. 


Tasteau VII. — Recherche d’une action inhibitrice du produit D sur 
la réaction entre le sérum anti-fibrinogéne no 642 et le fibrino- 
géne natif *. 


PROWUITS ng ajoutés par uel de sérum 642 


Expérience Témoin Témoin 


Fraction D 


Fibrinogene 


ny de protéines 
précipitées par 
ul de sérum 


* Liimmunsérum a été préalablement épuisé a l’équivalence avec le produit D. 


Nous avons en outre vérifié pour ces produits l’absence d’action 
inhibitrice sur la réaction de précipitation entre le constituant D 
et le sérum anti-fibrinogéne (tableau VI). 


(4) Nous avons remarqué que, dans ces conditions, la précipitation se 
produit plus lentement que dans le tube témoin, quoique la quantité 
de précipité soit sensiblement la méme & la fin de l’incubation. 
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L’expérience du tableau VII montre que la fraction D ne contient 
pas, outre ses antigénes précipitants, de produits inhibiteurs. 

L’influence inhibitrice de l’ensemble des produits de fibrino- 
génolyse, avant tout fractionnement, sur la réaction de précipita- 
tion entre le fibrinogéne natif et les sérums anti-fibrinogéne, n’a 
pas été étudiée sur le plan quantitatif. Mais nous avons constaté 
que, apres adjonction de 6 mg/ml de ces produits, certains immun- 
sérums (dont le point d’équivalence était de 0,3 me de fibrinogéne 
par mullilitre) précipitent encore avec le fibrinogéne natif. Par 
ailleurs, la réaction entre les sérums anti-fibrinogéne et l’ensemble 
des produits de fibrinogénolyse devient négative bien avant épuise- 
ment de tous les anticorps anti-fibrinogéne par le fibrinogéne natif. 


Discussion. 


Plusieurs observateurs ont constaté, par études de précipitation 
tant en milieu liquide {8, 9, 10} qu’en milieu gélifié [41, 12], que 
les produits de dégradation du fibrinogéne par la plasmine réa- 
gissent encore avec les sérums anti-fibrinogéne. La présente étude 
tire surtout son intérét du fait que la séparation chromatogra- 
phique des produits terminaux de cette dégradation nous a per- 
mis : 1° de démontrer d’une maniére formelle l’existence d’anti- 
corps anti-fibrinogéne possédant des spécificités différentes : 
2° d’apporter quelques précisions sur les différentes catégories de 
déterminants antigéniques présentes sur le fibrinogéne humain. 


1° H&TEROGENEITE DES ANTICORPS ANTI-FIBRINOGENE. — Le motif 
antigénique d’une protéine comporte plusieurs groupements spéci- 
fiques différents, Lapresle a constaté que des sérums de lapin 
anti-sérumalbumine humaine non dégradée contenaient trois varié- 
tés différentes d’anticorps précipitants, réagissant avec trois grou- 
pements spécifiques situés dans des parties distinctes de la molé- 
cule puisqu’ils sont séparés lors de l’hydrolyse de l’albumine par 
un extrait de rate de lapin [43]. 

Ultérieurement, Lapresle et Kaminski ont montré que d’autres 
enzymes réalisaient une séparation, identique ou différente, des 
motifs antigéniques de la sérumalbumine [44 et 14 bis]. Des travaux 
analogues, portant sur d’autres protéines ont confirmé la validité 
de la méthode introduite par Lapresle pour démontrer l’hétéro- 
généité des anticorps anti-protéine (15, 46, 47]. 

L’apport nouveau de ce travail est dd au fait que les propriétés 
physico-chimiques des produits de la fibrinogénolyse nous ont 
permis de les fractionner par chromatographie. Nous avons pu 
ainsi montrer directement, comme Edelman et coll. [48] Pont trés 
récemment fait pour les y-globulines, que certains des produits 
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de dégradation portent des déterminants antigéniques tout a fait 
distincts. Ce fractionnement nous a permis en outre de réaliser 
une étude quantitative des réactions de précipitation. 


Parmi les produits obtenus aprés dégradation prolongée par la 
plasmine, puis fractionnés par chromatographie (tableau I), seules 
les fractions D et E donnent une réaction de précipitation avec nos 
sérums anti-fibrinogéne. Les constituants D et E ne peuvent pas 
représenter des impuretés sériques de nos préparations de fibrino- 
gene, comme en témoignent les expériences rassemblées plus haut. 

Un ensemble d’arguments prouve que ces deux constituants sont 
des dérivés du fibrinogéne. Alors que, dans chacune des prépara- 
tions de fibrinogéne, plus de 90 p. 100 des protéines étaient coagu- 
lables par la thrombine, les fractions chromatographiques D et E 
représentent respectivement 45-55 p. 100 et 15-20 p. 100 de 
ensemble des produits obtenus aprés dégradation; or, nous 
n’avons trouvé aucune impureté dans la fraction D et les impuretés 
contenues dans la fraction E semblent étre présentes a des concen- 
trations minimes, puisqu’elles sont décelables seulement par les 
techniques immunochimiques. 


Outre cet argument quantitatif, d’autres faits démontrent que 
ces deux constituants proviennent bien du fibrinogéne lui-méme. 
Ils ne sont pas décelés dans les préparations de fibrinogéne non 
dégradé ; ils apparaissent 4 des concentrations progressivement 
croissantes au fur et 4 mesure que la dégradation par la plasmine 
se poursuit, avec formation, 4 des stades précoces, de produits 
précurseurs portant les mémes déterminants antigéniques [7]. 
Enfin, chacun de ces deux constituants donne, par précipitation 
spécifique en milieu gélifié, une image de réaction croisée avec 
le fibrinogéne natif. 

Chacun de ces deux constituants porte des déterminants anti- 
géniques distincts, correspondant a des anticorps de spécificité 
différente présents dans les immunsérums anti-fibrinogéne natif. 
Ce fait est démontré par le croisement des lignes de précipitation 
déterminées par chacun de ces constituants en double diffusion 
en milieu gélifié, et par les résultats de notre étude quantitative. 
Il est en outre probable que ces deux fragments ne contiennent 
pas de déterminants antigéniques communs, puisque la densité 
de chacune des lignes de précipitation est sensiblement la méme 
avant et aprés leur croisement. 


Nos études quantitatives montrent que les proportions relatives 
d’anticorps anti-D et anti-E sont variables d’un sérum 4 l'autre, 
et cecl méme pour deux immunsérums contenant une quantité totale 
d’anticorps anti-fibrinogéne comparable; l’étude de Vintensité 
des diverses lignes de précipitation obtenues en immuno-électro- 
phorése avait déja permis a Lapresle des conclusions analogues 
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pour le systéme sérumalbumine dégradée-sérum anti-albumine 
native [49]. 

L’étude analytique des surnageants des courbes de précipitation 
sérums anti-fibrinogéne-fibrinogéne natif montre que la quantité de 
fibrinogéne nécessaire pour épuiser chacune des variétés d’anti- 
corps est variable d’un immunsérum a l’autre, mais surtout que 
le fibrinogéne non dégradé, ajouté en quantités croissantes, épuise 
successivement et non simultanément les anticorps anti-D et anti-E. 
La zone d’équivalence de cette courbe est atteinte quand toutes les 
variétés d’anticorps ont été précipitées ; il faut donc admettre qu’a 
ce moment, le précipité contient certains groupements spécifiques 
en large exces. 

L’ensemble de ces résultats montre que l’hétérogénéité des anti- 
corps obtenus aprés immunisation par une seule protéine peut 
étre comparable a celle des anticorps résultant d’une immunisation 
par un mélange de protéines. La différence essentielle entre un 
tel systeme et un systéme précipitant « simple » réside dans le 
fait que, dans le premier cas, les déterminants antigéniques sont 
portés par des molécules différentes, alors que, dans le second 
cas, des catégories de déterminants antigéniques différents sont 
présents sur une méme molécule. 

La courbe classique de précipitation spécifique d’un systéme 
« simple » est en somme la résultante des réactions entre les 
diverses variétés d’anticorps et les déterminants antigéniques cor- 
respondants. La quantité de protéines nécessaire pour épuiser 
chacune des variétés d’anticorps dépend bien entendu de leur 
concentration respective dans l’immunsérum, mais aussi proba- 
blement du nombre de déterminants antigéniques correspondants 
disponibles sur chaque molécule d’antigeéne. 

La notion, maintenant acquise, de la présence de plusieurs 
catégories de déterminants antigéniques différents sur les molé- 
cules protéiques mériterait d’étre prise en considération dans 
Vinterprétation de la multivalence de ces antigénes et dans celle 
des « réactions croisées ». 


2° LES DIFFERENTES CATEGORIES DE DETERMINANTS ANTIGENIQUES 
DU FIBRINOGENE. — Les expériences rapportées ici montrent que 
la molécule de fibrinogéne porte au moins trois groupements dis- 
tincts capables d’induire, chez le lapin, la formation d’anticorps 
différents. Deux de ces déterminants antigéniques sont respecti- 
vement portés par les constituants D et E. Comme, aprés épuise- 
ment des anticorps anti-D et anti-E, une proportion importante 
des anticorps anti-fibrinogéne subsiste dans les immunsérums, on 
peut en déduire l’existence d’une ou plusieurs autres catégories 
de déterminants antigéniques sur le fibrinogéne. ; 

Nos expériences montrent que ]’un au moins de ces détermi- 
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nants antigéniques du fibrinogéne natif n’est plus présent dans 
les produits obtenus aprés dégradation prolongée par la plasmine. 
En effet, nous avons constaté avec l’un de nos immunsérums (642), 
qui contient environ 60 p. 100 d’anticorps autres que anti-D et 
anti-E, qu’aucun des trois autres produits de dégradation (A, B, 
C) n’est capable de précipiter ni d’inhiber ces anticorps. D’ailleurs, 
méme avant tout fractionnement, l’ensemble des produits termi- 
naux de fibrinogénolyse ne réagit qu’avec une partie des anticorps 
anti-fibrinogéne. D’autres expériences portant sur des produits 
de dégradation moins prolongée nous ont en outre montré, a V’aide 
de l’immunsérum 641, l’existence d’un quatriéme déterminant 
antigénique. 

Le nombre de quatre catégories de déterminants antigéniques 
différents, présents sur la molécule de fibrinogéne et que nos 
immunsérums de lapin ont permis de reconnaitre n’est, bien 
entendu, qu’un nombre minimum. En effet, le nombre d’immun- 
sérums étudiés est encore limité et il est possible que des immuni- 
sations ultérieures permettent d’induire la formation d’autres 
variétés d’anticorps. En outre, le constituant E, porte peut-étre 
un cinquiéme déterminant antigénique. 

Il semble bien que, lors de l’immunisation par le fibrinogéne, 
le constituant D (qui représente environ 50 p. 100 de la molécule 
de fibrinogéne) soit un particuliérement bon antigéne. Dans la 
plupart de nos immunsérums de lapin, la quantité d’anticorps 
anti-D était trés supérieure a celle d’anticorps anti-E. Les anti- 
corps anti-E étaient absents dans deux immunsérums de coq qui 
étaient cependant riches en anticorps anti-D. Les anticorps anti- 
fibrinogéne de l’immunsérum de cheval utilisé lors de nos expé- 
riences initiales [44, 20] sont exclusivement des anticorps anti-D. 
Enfin, les documents rapportés par Salmon [42] permettent de 
penser que ses immunsérums contenaient aussi des anticorps 
anti-D. Cet auteur a suggéré l’existence d’un déterminant anti- 
génique présent sur le fibrinogéne et absent sur la fibrine. Nos 
expériences ne nous ont pas permis de confirmer cette hypo- 
thése [7]. 

L’ensemble des expériences faisant l’objet de ce travail ne porte 
que sur les produits terminaux de la dégradation du fibrinogéne 
par la plasmine, dans nos conditions expérimentales. Mais les 
techniques immunologiques, et en particulier l’immuno-électro- 
phorése, ont également permis d’apporter quelques précisions sur 
les modifications intervenant & un stade plus précoce de l’action 
enzymatique [7]. 

Resume. 
Des immunsérums de lapin anti-fibrinogéne humain non 


dégradé (recueillis de facon a éliminer toute contamination par la 
thrombine) ont été étudiés par la précipitation quantitative en 
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milieu liquide et par précipitation spécifique en milieu gélifié, en 
employant comme antigénes le fibrinogéne natif et ses produits 
de dégradation obtenus aprés action prolongée de la plasmine, 
fractionnés par chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose. 

Parmi ces produits de fibrinogénolyse, deux constituants (D et E) 
précipitent avec les sérums anti-fibrinogene. Chacun d’entre eux 
porte des déterminants antigéniques différents et probablement 
exclusifs, correspondant 4 des anticorps de spécificité différente 
dans les immunsérums. Les proportions relatives d’anticorps 
anti-D et anti-E sont variables d’un sérum anti-fibrinogéne a 
1’autre. 


L’adjonction de quantités croissantes de fibrinogéne aux immun- 
sérums épuise successivement et non simuitanément les anticorps 
anti-D et anti-E. Les immunsérums étudiés contiennent un grande 
quantité d’anticorps qui ne sont pas dirigés contre les déterminants 
antigéniques portés par les constituants D et E. Les trois autres 
fractions des produits « terminaux » de dégradation du fibrinogéne 
(A, B et C) ne précipitent pas avec ces anticorps et n’ont eu aucune 
action inhibitrice avec l’un de nos immunsérums. L’ensemble des 
produits « terminaux » de dégradation (avant tout fractionnement) 
n’est pas non plus capable d’inhiber totalement la réaction entre 
le fibrinogéne et l’antisérum. Ces faits impliquent la disparition 
d’au moins un déterminant antigénique au cours de la dégradation. 

Ces résultats montrent bien l’hétérogénéité des anticorps obtenus 
aprés immunisation par une seule protéine. Ainsi la molécule 
de fibrinogéne humain porte au moins quatre catégories de déter- 
minants antigéniques distincts. 


SUMMARY 


THE DEGRADATION PRODUCTS OF HUMAN FIBRINOGEN BY PLASMIN. 


Il. IMMUNOLOGIC STUDIES. EXISTENCE OF ANTI-NATIVE FIBRINOGEN 
ANTIBODIES POSSESSING DIFFERENT SPECIFICITIES. 


The specific precipitation in liquid and gel media of rabbit anti- 
human fibrinogen sera has been studied using native fibrinogen 
and the fractionated products obtained after prolonged degradation 
of fibrinogen by plasmin. 

Two of these products (D and E) precipitate with the anti- 
fibrinogen sera. Each of these products carries different antigenic 
determinants which react with antibodies of different specificities. 
It is probable that these two products do not have any antigenic 
determinants in common. The relative proportion of anti-D and 
anti-E antibodies is variable from one anti-fibrinogen serum to 
another. The addition of increasing quantities of fibrinogen to 
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the immune sera results in the successive absorption of the anti-D 
and anti-E antibodies. The anti-sera studied contain also anti- 
bodies which are not directed against the antigenic determinants 
carried by the constituents D and E. 

The other three fractions (A, B and C) of the « terminal » pro- 
duets of the degradation of fibrinogen do not precipitate with the 
antibodies in any of the sera studied and have no inhibitory action 
with one of the immune sera studied. The « end» products of 
the degradation, before fractionation, are not capable of totally 
inhibiting the precipitation of the immune sera by fibrinogen. 
There is, therefore, at least one antigenic determinant group 
which disappears during the degradation. 

The results obtained in this study show that by immunizing 
with a single protein, fibrinogen, the antibodies obtained are 
heterogeneous with regard to their specificity and that fibrinogen 
has at least four categories of distinct antigenic determinants. 
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ETUDE DE CINQ SOUCHES 
DE MORAXELLA LWOFFI (ACINETOBACTER LWOFFI) 
ISOLEES DE PRODUITS PATHOLOGIQUES 


par E. T. CETIN et K. TORECI (*). 


(Institut de Microbiologie de I’ Université d’Istanbul, Turquie) 


INTRODUCTION 


Au cours des examens de produits pathologiques (pus, sang, 
urine, selles, liquide céphalo-rachidien) on isole parfois certains 
cocci, diplocoques, coccobacilles Gram-négatifs. Au microscope, 
ces bactéries polymorphes présentent, en dehors des formes pré- 
citées, des formes diplobacillaires, bacillaires et filamenteuses, 
et on aboutit 4 la conclusion que, par leur morphologie, elles 
sont identiques aux Morazella (4, 2]. 

Nous avons pu isoler récemment cinq souches appartenant a 
cette espéce ; deux d’entre elles provenaient du liquide céphalo- 
rachidien (n°* 959, 1006), une du pus d’un abcés (n® 300), une 
du pus rhino-pharyngien (n° 723) et une d’un crachat (n° 316). 
Nous nous proposons de préciser ici les caractéristiques de ces 
cinq souches. 


MateérteL ET M&ETHODES 


a) Les souches étudiées ont été prélevées sur plusieurs malades 
hospitalisés dans diverses cliniques ; les bactéries Gram-labiles ou 
Gram-négatives se sont présentées & l’examen microscopique sous 
forme de cocci ou de bdtonnets au moment de leur isolement. Des 
cultures pures de ces bactéries ont été obtenues a partir de colonies 
séparées. Ces cultures pures ont été utilisées pour ensemencer divers 
milieux (bouillon, gélose nutritive, sérum coagulé et milieu synthé- 
tique d’Audureau) afin d’étudier la morphologie des _bactéries. Ces 
bactéries ont été colorées par les méthodes de Gram, de Muir, 4 l’encre 
de Chine et de Jasmin [3]. Ces trois derniéres colorations ont été faites 
pour rechercher la présence d’une capsule. 

b) Des cultures de dix-huit heures en bouillon ont été employées 
pour rechercher la résistance des bactéries a la chaleur. Les cultures 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 8 décembre 1960. 
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en bouillon ont été placées au bain-marie a 45°, 50° et 55° C respec- 
tivement. Toutes les cing minutes, on a ensemencé des géloses inclinées 
A partir des cultures chauffées. Ces cultures sur gélose ont été placées 
4 22° C pendant soixante-douze heures et les cultures qui se sont déve- 
loppées ont été identifiées. 

La résistance de nos souches a la dessiccation a été également 
recherchée. Dans ce dessein, des disques stériles de papier-filtre ont 
été plongés dans les cultures de dix-huit heures en bouillon ; ces 
disques ont été desséchés dans des boites de Petri 4 22°C pendant 
vingt-quatre heures. Les disques ont été ensuite placés en tubes et 
maintenus a l’obscurité au laboratoire. Deux fois par semaine, on a 
prélevé un disque de chaque tube que l’on a déposé a l’aide d’une 
pince dans un tube de bouillon. Les cultures qui se sont développées 
en bouillon ont servi 4 l’enmsemencement de géloses inclinées; a 
partir de ces cultures sur gélose, on a identifié Morazella lwoffi. 

D’autre part, les cultures en bouillon et sur gélose ont été conservées 
pendant plusieurs mois aux températures de + 4° CG et de — 20°C et 
les repiquages périodiques sur gélose inclinée ont précisé la période de 
survie des souches. 

En outre, les cultures sur gélose inclinée, ont été maintenues pendant 
des mois 4 la température de 22° C et on a noté la durée de leur survie. 


c) La morphologie des colonies de Morazella lwoffi a été étudiée sur 
célose nutritive coulée en boites de Petri. Les souches ont été ense- 
mencées dans des milieux spéciaux pour 1’étude des particularités des 
souches. Chaque tube de milieu a été ensemencé a l’aide d’une goutte 
de culture de bouillon agée de dix-huit heures. L’effet des souches 
sur les glucides a été étudié 4 22°C dans l’eau peptonée additionnée 
de 1 p. 100 de glucide et les cultures ont été examinées pendant une 
période de trente jours. Quant a leur action sur la gélatine, elle a été 
étudiée en bouillon additionné de 10 p. 100 de gélatine. Une fois les 
bactéries ensemencées dans les milieux gélatinés, on a agité les tubes, 
on les a placés horizontalement et on les a laissés 4 22° C pendant 
soixante jours. 


d) La production d’H,S par nos souches de Morazella lwoffi a été 
étudiée dans différents milieux dont certains étaient des milieux syn- 
thétiques. Ces milieux synthétiques étaient préparés soit d’aprés la 
formule d’Audureau, additionnés de thiosulfate de sodium ou de 
cystine, soit comme le milieu synthétique précité avec, cependant, 
une diminution de la quantité d’alcool et de citrate de fer et 1’addition 
de thiosulfate de sodium ou cystine en différentes quantités. Dans une 
partie de ces milieux synthétiques, les bactéries n’ont pas pu se multi- 
plier. Lorsqu’elles se sont multipliées la production d’H,S n’était pas 
constante. Ces constatations nous ont donc conduits & préparer des 
milieux non synthétiques. Dans ce but, nous avons ajouté 0,10 p. 100 
de thiosulfate de sodium ou de cystine au bouillon ; mais le milieu 
au thiosulfate de sodium donnant de meilleurs résultats, dans les 
milieux suivants on n’a ajouté que du thiosulfate de sodium [4]. Nous 
avons employé au cours de nos recherches un milieu qui était préparé 
par addition de la solution de 1/10 d’acétate de plomb a 2 p. 100 et 
0,1 p. 100 de thiosulfate de sodium au bouillon. En outre, nous avons 
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aussi préparé des milieux par l’addition de 0,1 p. 100 de thiosulfate 
de sodium 4 du bouillon non peptoné, a du bouillon de Hottinger [5] 
et 4 la solution de tryptose Difco & 2 p. 100. Aprés l’ensemencement 
des souches dans les divers milieux, la production en H,S a été 
vérifiée par la couleur foncée du résidu dans les milieux contenant 
de la solution d’acétate de plomb et par la coloration noire du papier 
a l’acétate de plomb placé entre le coton et la paroi du tube dans 
les autres milieux. Les souches ont été ensemencées dans huit tubes 
contenant les divers milieux et deux rubans de papier d’acétate de 
plomb ont été placés dans chaque tube. Quatre de ces tubes ont été 
portés 4 l’étuve 4 37°C et les quatre autres dans une étuve A 22°C. 
Le lendemain, aprés vérification de la multiplication des bactéries, on 
a paraffiné l’orifice de deux tubes de chaque série maintenus A 37° C 
et A 22°C respectivement. Par la suite, on a contrélé quotidiennement 
et pendant quatre semaines la production d’H,S. 


e) Nous avons recherché si les souches de Moraxella lwoffi pouvaient 
hémolyser les érythrocytes de l’yhomme, du lapin, du cobaye, du chat, 
du cheval, du mouton, du bceeuf et de Ja poule. Les échantillons san- 
guins ont été défibrinés dans des flacons contenant des billes de verre 
et une fraction du sang défibriné a été soumise au lavage dans du 
sérum physiologique 4 trois reprises différentes. Ensuite, on a préparé 
des plaques de 20 cm? de gélose nutritive en boites de Petri contenant 
5 p. 100 de sang défibriné ou des érythrocytes lavés. Puis, on a ense- 
mencé a l’anse sous forme de stries ou de disques les cultures de 
dix-huit heures en bouillon sur ces milieux et l’on a contrélé pendant 
cing jours la production de l’hémolyse 4 37° C et 22°C. En outre, on 
a ajouté a la fraction surnageante de la culture en bouillon centrifugée 
un antibiotique actif sur les bactéries et on a recherché si le liquide 
surnageant serait de nature 4 produire l’hémolyse sur milieu solide et 
s’il pourrait hémolyser les érythrocytes ajoutés dans les tubes. aprés 
titrage du liquide surnageant. 

f) On a préparé des immunsérums afin de rechercher l’agglutina- 
tion croisée des souches de Morazella. Dans ce but, des suspensions 
de culture en gélose des souches préparées dans du sérum_ physiolo- 
gique ont été injectées A cing jours d’intervalle par voie sous-cutanée 
a des lapins dont le sérum était exempt d’agglutinine normale. Grace 
4’ ces immunsérums, on a fait des réactions d’agglutinations croisées 
en employant des bactéries vivantes ainsi que des bactéries chauffées 
pendant deux heures a 100° C. D’autre part, les immunsérums ont été 
saturés par d’autres souches de Morazella lwoffi et l’on a procédé a 
des agglutinations croisées en employant des hbactéries vivantes et 
chauffées. 

En outre, on a cherché A provoquer le gonflement capsulaire a l’aide 
des immunsérums. 

g) Afin de rechercher le pouvoir pathogéne des souches, on a injecté, 
par voie sous-cutanée et intrapéritonéale, les cultures de quarante-huit 
heures en bouillon a des souris et cobayes. Les injections étaient dosées 
a 0,5 cm? pour les souris et A 1 cm? pour les cobayes. 

h) On a étudié, par la méthode des disques, la sensibilité des 


x 


souches de Morazella lwoffi A la pénicilline, 4 la streptomycine, au 
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chloramphénicol, A l’érythromycine, a la terramycine, 4 la tétracycline, 
a Vauréomycine, a la spiramycine, a la néomycine, a la polymyxine B, 
a la framycétine, 4 la furadantine et a la novobiocine. 


RESULTATS 


Morphologie. — Aux premiers jours de leur isolement, nos 
Morazella lwoffi ont été difficilement décolorées et ont pris une 
coloration pourpre par la méthode de Gram. Aprés quelques 
passages, les bactéries ont été plus facilement décolorables par 
Yalcool et sont devenues Gram-négatives. 


L’examen des bactéries cultivées pendant vingt-quatre heures 
sur gélose nutritive inclinée a révélé la présence de cocci et de 
diplocoques de volumes différents, aspect qui donnait l’impres- 
sion de Neisseria. Plus rarement, on a constaté la présence de 
chaines courtes composées de quatre a six cocci. En outre, a 
chaque champ microscopique, des formes bacillaires et diplo- 
bacillaires, certaines plus ou moins minuscules, d’autres assez 
considérables et, dans quelques champs, des formes filamenteuses 
allongées, ont attiré l’attention. Les formes diplobacillaires se 
composaient de deux parties égales indépendantes et nettement 
limitées. Une partie de ces bactéries présentaient une coloration 
polaire. Dans certains champs, on a constaté des formes strepto- 
bacillaires contenant 4 4 6 bacilles, D’autres bactéries ont une 
forme coccobacillaire. Les jours suivants et méme six mois plus 
tard, les lames préparées a l’aide des cultures sur gélose nutri- 
tive inclinée ont présenté presque le méme aspect ; toutefois les 
formes bacillaires, diplobacillaires et filamenteuses étaient en 
nombre plus considérable. 


‘Les lames préparées a l’aide des cultures en bouillon ont montré, 
a examen microscopique, des cocci et diplocoques de petite et 
grande taille, ainsi que des formes de streptocoques composées 
de 4 a 8 éléments, des formes bacillaires et diplobacillaires plus 
ou moins nombreuses, des formes streptobacillaires composées de 


4 ou 6 bacilles relativement plus fréquentes que celles des cultures 
sur gélose inclinée. 


En ce qui concerne les lames préparées A l’aide des cultures 
sur sérum coagulé, on y a constaté des formes bacillaires en quan- 
luté plus élevée ; les cocci et les bacilles étaient plus petits. Les 
formes bacillaires étaient caractérisées par des formes similaires 
a celles de bactéries diphtéroides. 

_ Sur les lames préparées 4 l’aide des cultures en milieu synthé- 
lique, les cocci et diplocoques étaient présents, mais les formes 
bacillaires rarement rencontrées. 


Pour pouvoir observer les capsules des souches de Moraxella 
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lwoffi, nous avons coloré les lames par la méthode de Jasmin, 
a l’encre de Chine, ainsi que par la méthode de Muir. L’encre 
de Chine ne fut pas le moyen idéal pour la recherche de 
la capsule, alors que la coloration de Jasmin et de Muir a permis. 
de constater aisément Ja présence de la capsule chez nos cing 
souches de Morarella lwoffi. 

Les bactéries étaient immobiles sur gélose molle et en micro- 
goutte de bouillon, Elles ne produisaient pas de spores. 


Résistance. — On a constaté que les cultures sur gélose de 
Morazella lwoffi survivaient pendant six mois lorsqu’on les conser- 
vait 4 la température du laboratoire. Les cultures maintenues a 
+ 4° C et a —20°C ont pu survivre pendant plusieurs mois. 

Ces bactéries ne sont pas thermorésistantes. En effet, si elles 
ont pu survivre a une température de 45° C pendant deux heures, 
une seule souche a supporté une température de 50° C pendant 
vingt minutes, mais n’a pas résisté a un chauffage continu de 
soixante minutes. Toutes les souches sont mortes 4 une température 
de 55° C pendant cing minutes. 

Les bactéries n’ont pu survivre qu’un minimum de cinq jours 
et un maximum de trente-sept jours a la température du labora- 
toire sur les disques de papier-filtre desséchés. Nos souches de 
Morazella lwoffi ont pu étre conservées par lyophilisation. 


Particularités culturales et biochimiques. — Nos souches se 
sont multipliées de 25° C a 30° C ; cependant elles ont aussi cul- 
tivé a 37° C. Dans les milieux ordinaires, aussi bien que dans le 
milieu synthétique d’Audureau, elles étaient aptes 4 la reproduc- 
tion et se comportaient comme des bactéries aérobies strictes. 

Dix-huit heures aprés l’ensemencement par le procédé d’épui- 
sement sur milieu gélosé en boite de Petri, on a observé des 
colonies isolées circulaires de 1 mm de diamétre, a bords nets, 
transparents. Les jours suivants, ces colonies sont devenues de 
plus en plus grosses et ont atteint, le cinquiéme jour, un diamétre 
de 4 45 mm. Ces colonies présentaient un centre assez épais de 
coloration créme entouré de multiples couronnes concentriques. Les 
limites de la colonie ont perdu rapidement leur régularité et une 
couronne transparente de 1 mm d’épaisseur est devenue manifeste 
a la périphérie de la colonie. La consistance de la colonie était 
celle de la créme et les bactéries se sont multipliées en couches 
transparentes sur la gélose inclinée. Les cultures sur le sérum 
coagulé étaient quantitativement moins importantes. 

Nos souches se sont multipliées en milieux liquides, tels que 
le bouillon, eau peptonée, en produisant un trouble homogéne 
peu dense, De deux a quatre jours plus tard, un voile extrémement 
mince est apparu a la surface du milieu liquide, ainsi qu’un 
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anneau blanc au point de contact de la paroi du tube et de la 
surface du milieu. Cing a six jours plus tard, on constate, si l’on 
agite légérement le tube, au fond de ce dernier un résidu mucoide 
s’élevant en tourbillon. 


Nos souches n’ont pas produit de pigment en milieu liquide et 
solide. Elles n’ont pas attaqué les glucides tels que glucose, galac- 
iose, arabinose, xylose, adonitol, dulcitol, sorbitol, maltose, ino- 
sitol, saccharose, mannitol, tréhalose, lactose, lévulose, inuline, 
raffinose, rhamnose, esculine. Elles n’ont pas réduit les nitrates, 
ni produit d’indole. Les tests du rouge de méthyle, de Voges- 
Proskauer, de l’urée et de l’oxydase ont été négatifs. ors de 
l’ensemencement sur le milieu de Simmons, elles ont influencé le 
citrate et le milieu a pris une coloration jaune. La souche n° 1006 
a complétement hydrolysé la gélatine en trois jours, les autres 
souches n’ont pas pu liquifier la gélatine, méme aprés une période 
d’observation de soixante jours. 


Production d’H,S. — Afin de rechercher la production d’H,S 
par nos souches, nous les avons ensemencées dans les différents 
milieux contenant 0,1 p. 100 de thiosulfate de sodium et certaines 
d’entre elles ont produit H,S aprés sept a quinze jours. Les milieux 
additionnés de thiosulfate de sodium ont donné de meilleurs résul- 
tats que ceux qui contenaient de la cystine. Les milieux additionnés 
de solution d’acétate de plomb n’ont présenté aucune supériorité. 
Les souches ont produit de l’H,S en moins de temps et en quantité 
plus considérable a 22°C qu’a 387°C. Les tubes bouchés 4 la 
paraffine n’ont pas assuré un meilleur rendement. Le tableau I 
montre la production d’H,S & la température de 22°C par les 
Moraxella lwoffi dans les milieux d’infusion de viande de bceuf, 
de bouillon, de bouillon de Hottinger, de solution de 2 p. 100 de 
tryptose additionnée de 0,1 p. 100 de thiosulfate de sodium. 


L’examen de ce tableau montre clairement que les milieu pré- 
parés par ]’infusion de viande de boeuf et le bouillon de Hottinger 
donnent de meilleurs résultats. On n’a constaté aucune différence 
quant a la production d’H,S aprés une période d’attente de plus de 
quinze jours dans les milieux contenant du thiosulfate de sodium 
ensemencés avec des Morazella lwoffi. 


Production @hémolysine. — Nos souches ne se sont pas diffé- 
renciées entre elles du point de vue de la production d’hémolysine 
dans les milieux gélosés contenant soit du sang défibriné, soit des 
érythrocytes lavés au sérum physiologique (érythrocytes provenant 
de l’homme ou de différents animaux). Elles étaient hémolytiques 
a 22°C mieux qu’a 37°C. La production d’hémolyse variait 
selon les souches. D’autre part, certaines d’entre elles ont provoqué 
V’hémolyse aprés quelques jours seulement (tableau II). Parfois, 


ETUDE DE MORAXELLA LWOFFI 515 


la zone d’hémolyse produite par les bactéries n’était par parfaite- 
ment transparente et, dans cette région d’hémolyse partielle, on 
remarquait la présence dans les couches inférieures de la gélose 
de certains érythrocytes. Toutefois, souvent ces érythrocytes subis- 
saient également l’hémolyse dans les jours suivants et la zone 
hémolysée devenait alors complétement transparente. Les pro- 


Tasreau I. — Production d’H,S dans les différents milieux par les 
souches de Moraxella Iwofti. 
| PAR ADDITION DE 0,I POUR CENT DE THIOSULFATE DE SODIUM 
: au bouillon | au bouillon | a une solution 
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(— négative, + trés insignifiante, + imsignifiante, + positive, + + fortement 
positive, +++ tres fortement positive.) 


priétés hémolytiques des souches a |’égard de différents érythro- 
cytes sont exposées dans le tableau II. 


Les hémolyses produites sur la gélose en boites de Petri ont 
été confirmées par les expériences faites en tubes. Aprés avoir 
centrifugé les cultures en bouillon et ajouté un antibiotique actif 
sur les bactéries a la partie surnageante de la culture, on a pu 


S } lapin, du 

Tasteau II]. — Hémolyse des érythrocytes de l‘homme, du lapin, 
cobaye, du mouton, du cheval, du chat, de la poule, du bovin, par 
les souches Moraxella Iwoffi. 


SOUCHES DE Moraxella lwofft 
ERYTHROCYTES 
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Les chiffres indiquent en millimétres la largeur de la zone d’hémolyse produite 


autour de la culture. Q représente les espaces quasi hémolysés. 
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produire avec le surnageant |’hémolyse de globules rouges en 
boite de Petri. Ce liquide surnageant, dilué dans une quantité 
égale d’eau physiclogique répartie en différents tubes et addi- 
tionnée d’érythrocytes, a pu hémolyser les érythrocytes de cer- 
taines espéces jusqu’a des dilutions déterminées. Ainsi, on a pu 
arriver 4 la conclusion que les cultures en bouillon contenaient 
des substances capables d’hémolyser les érythrocytes humains 
et animaux. 


Par ailleurs, prenant en considération l’éventualité de Ja produc- 
tion d’hémolyse a la suite du changement du pH du milieu ot 
les bactéries se sont multipliées, on a contrdlé, pendant cing 
jours, le pH du bouillon et celui de la gélose au sang. A la suite 
de cette série d’expériences, on est arrivé a la conclusion que le 
pH des milieux n’a aucun rapport avec la production d’hémolyse. 


Expériences d’agglutination. — ‘Le pouvoir agglutinant du 
sérum sanguin a l’égard de la souche homologue s’est élevé a 
1/320-1/5120 a la suite de l’injection des souches de Morazella 
lwoffi au lapin. Aprés avoir chauffé les bactéries A la tempéra- 
ture de 100° C pendant deux heures et aprés les avoir traitées 
avec leur propre sérum, le titre agglutinant s’est trouvé réduit 
a 1/40-1/160. 

Au cours des expériences d’agglutination croisée, les agglu- 
tinations des bactéries ont donné des résultats variés a |’égard 
des immunsérums préparés a laide des souches hétérologues de 
Morazella lwoffi. Les résultats de ces expériences montrent qu’on 
observe une agglutination faible ou une absence d’agglutination 
des souches de Morazella lwoffi. Cependant la non-agglutination 
n’a pas été réciproque. Par exemple, alors que l’immunsérum 
obtenu a l’aide de la souche n° 959 n’a pu agglutiner la souche 
n° 316, le sérum de la souche n° 316 a pu agglutiner au titre de 
1/40 la souche n° 959. 


De ces résultats on peut conclure que les souches de Morazella 
lwoffi présentent une hétérogénéité du point de vue antigénique, 
que certaines fractions antigéniques sont communes, et que 
celles-ci pourraient produire des agglutinines 4 des degrés dif- 
férents. ‘Les expériences d’agglutination croisée portant sur des 
bactéries chauffées A 100° C ont montré l’absence d’agglutination 
ou bien un titre minime d’agglutination. 


Dans les expériences d’absorption croisée, on a constaté que les 
Morazella lwoffi absorbent, en quantité minime, les agglutinines 
pour la souche homologue dans le sérum immun. Toutefois, dans 
le sérum absorbé, les diverses souches, a l’exception de la souche 
homologue, n’ont pas été agglutinées, ou bien leur titre d’aggluti- 
nation a été trés inférieur. .Ce fait prouve également qu’il existe 
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des fractions antigéniques communes dans les souches et, qu’aprés 
le contact avec une souche, les agglutinines n’étaient plus actives 
sur les autres souches. 

Les réactions du gonflement de la capsule au moyen de 
Vimmunsérum n’ont pas donné de résultat probant. 


Expérimentation sur l’animal. — Nos souches inoculées, par 
voie péritonéale ou sous-cutanée au cobaye, et par voie sous- 
cutanée a la souris, n’ont pas été pathogénes. La souche n° 300, 
injectée par voie péritonéale, a été mortelle pour toutes les souris, 
les souches n° 959 et 1006, injectées par la méme voie, ont été 
nocives deux A trois jours plus tard et quelques souris n’ont pas 
survécu. Au contraire, les souris qui ont subi une injection a 
Vaide des deux autres souches, n’ont manifesté aucun symptéme 
morbide. Ces résultats montrent que certaines souches injectées 
par voie péritonéale pourraient étre pathogénes pour la souris- 
(2, 650%, 8). 


Sensibilité aux agents chimiothérapiques. — Nos souches étaient 
résistantes A la pénicilline. la spiramycine et la furadantine. 
L’effet de ]’érythromycine et de la polymyxine B était minime. 
Les antibiotiques plus actifs faisaient partie du groupe de la tétra- 
cycline. Les antibiotiques les plus puissants étaient la novobio- 
cine, la néomycine et la framycétine. Les souches n° 316, 959 et 
1006 étaient résistantes a la streptomycine et les n° 723 et 1006 
au chloramphénicol, La souche n° 300 a présenté une résistance 
médiocre & ces antibiotiques. 


Discussion. 


Audureau {4], pour la premiére fois, a décrit une bactérie pos- 
sédant toutes les propriétés des Moragella et pouvant étre cultivée 
dans un milieu synthétique. Elle l’a donc introduite dans le genre 
Morazella {9] sous la dénomination de Moragella Iwoffi. Par la 
suite, cette bactérie et ses différentes variétés, portant des déno- 
minations différentes, ont fait l’objet de longues discussions 
quant a leur classification et a leur nomenclature. 

Piéchaud et Second [2] ont démontré que certaines souches de 
Moraxella lwoffi avaient la propriété de faire fermenter certains 
glucides tels que le glucose, le galactose, l’arabinose et le xylose ; 
ces souches appartiennent 4 Vespéce Morazella lwoffi glucido- 
lytica. Brisou et Morichau-Beauchant [6] ont signalé l’identité 
des caractéres culturaux et biochimiques des souches de 
Moraxella lwoffi glucidolytica avec ceux de Bacterium anitra- 
tum {40} et divers auteurs ont précisé que les termes de Moraxella 
lwoffi glucidolytica, Bacterium anitratum, B5W, Herellea, Neis- 
seria winogradskyi et Diplococcus mucosus ne servaient qu’a 
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désigner une seule et méme espéce bactérienne [44, 42, 48, 44}. 

Audureau insiste sur le fait que le genre Moraxella se rap- 
proche du genre Alcaligenes par ses caractéres biochimiques, 
bien que les bactéries appartenant 4 ces deux genres présentent 
une morphologie différente. D’autre part, le genre Alcaligenes 
a été classé soit dans la famille des Enterobacteriaceae [45], soit 
dans celle des Achromobacteriaceae [46]. Certains auteurs ont 
done jugé opportun de classer Morazella lwoffi dans Ja famille 
des Achromobacteriaceae [10, 17]. Mais si l’on range Morazella 
lwoffi et ses semblables ainsi que les Alcaligenes dans la tribu des 
Achromobacteriacea, il est nécessaire de différencier les bactéries 
mobiles et les bactéries immobiles ; c’est pourquoi on a proposé 
de classer les espéces mobiles dans le genre Achromobacter et 
les espéces immobiles dans le genre Acinetobacter [48, 419 20]. 
Cependant, cette nomenclature n’ayant pas encore été unanime- 
ment adoptée, nous continuerons a employer dans notre mémoire 
la dénomination de Morazella lwoffi. 

A notre avis, Moraxella lwoffi et les espéces voisines ont des 
propriétés presque analogues a4 celles du genre Alcaligenes et 
nous pensons que ces deux genres doivent étre classés dans la 
tribu des Achromobactereae. D’ailleurs, comme le propose Bri- 
sou [49], si ce genre de bactérie était unanimement dénommé 
Acinetobacter, des confusions sans fin pourraient étre évitées. 

Morazella lwoffi peut se trouver dans le pharynx des sujets 
en bonne santé, de méme que dans |’eau et sur le sol. Lors des 
premiéres descriptions de cette bactérie, on avait mentionné son 
réle dans l’étiologie des lésions de la muqueuse oculaire. Plus 
tard, on a signalé son pouvoir pathogéne a la suite de son isole- 
ment dans le pus, le sang et le liquide céphalo-rachidien des 
patients [2, 24]. Enfin, certains rapports ont fait connaitre son 
role dans |’étiologie des méningites [22, 23], des cholécystites (47], 
des pleurésies [24], dans un cas de septicémie [25] et des syndromes 
intestinaux [26]. 

Les souches de Morazella lwoffi que nous avons isolées ont été 
obtenues a l’état pur des liquides céphalo-rachidiens et du pus. 
Dans les cultures obtenues a partir de sécrétions pharyngées et 
de crachats, on a aussi constaté la présence de Moracella lwofft, 
de méme que des cocci et des formes de bacilles Gram-positifs 
saprophytes, mais aucune bactérie pathogéne. On a procédé a la 
réaction d’agglutination a l’aide de la souche obtenue du liquide 
céphalo-rachidien et du sérum sanguin d’un patient et, d’autre 
part, a l'aide de la souche obtenue du pus et du sérum sanguin 
d’un autre patient : la réaction a été positive, de l’ordre de 1/320 
dans le premier cas et de 1/160 dans le second. Nous croyons 
a la possibilité du réle de Morarella lwoffi dans l’étiologie de 
ces cing cas d’infection. 
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La morphologie de ces souches est identique et elles sont toutes 
encapsulées. Les souches de Moraxella lwofft ont pu survivre 
pendant dix mois 4 — 20° C, six mois a + 4° C et a la tempé- 
rature du laboratoire sur gélose inclinée, mais elle ont mal résisté 
a la chaleur. Le test de résistance a la dessication a démontré leur 
résistance pendant une période variant de cing a trente-sept jours. 
Nos souches ont pu étre conservées par lyophilisation. 


Les cing souches de Morazella lwoffi qui ont été l’objet de nos 
recherches ont présenté des caractéres biochimiques et de repro- 
duction semblables 4 ceux des souches déja décrites. Mais, notre 
connaissance, la littérature n’a pas mentionné Ja production d’H,S 
par Moraxella Iwoffi. Au cours de nos propres investigations, 
trois de nos souches de Moraxella Iwoffi ont produit une certaine 
quantité d’H,S dans un bouillon additionné de thiosulfate de 
sodium en sept 4 dix jours et, quinze jours plus tard, la produc- 
tion d’H,S s’est trouvée accrue. Quant aux milieux préparés 
a partir du bouillon de Hottinger, ou de macération de viande addi- 
tionnée de thiosulfate de sodium, trois de nos souches ont produit 
en deux a cing jours une certaine quantité d’H,S et une quantité 
plus considérable en dix jours. On peut en conclure que trois de 
nos souches peuvent produire une quantité d’H,S, quoiqu’un 
peu tardivement. Nos deux autres souches ont pu produire une 
minime quantité d’H,S en quinze jours. Nous en tirons la conclu- 
sion que certaines souches de Morazella lwoffi peuvent produire 
H,S tardivement. Toutefois, nous pensons qu’il existe probable- 
ment des souches qui ne produisent pas d’H,S. 


En ce qui concerne la production d’hémolysine par les souches 
de Morazella lwoffi, Ferguson et Roberts [24] l’ont signalée, mais 
ils ne mentionnent pas l’espéce sanguine qu’ils ont employée. 
Piéchaud et Second [2] rapportent labsence d’activité hémoly- 
tique de Morazella lwoffi pour le sang du cheval, et Liitz, 
Grootten, Velu et Velu [8] constatent absence d’hémolyse du 
sang du mouton par les bactéries B5W. Au cours de nos expé- 
riences, faisant intervenir les érythrocytes de ’homme et d’ani- 
maux variés, nous avons constaté des actions hémolytiques diffé- 
rentes selon les souches. Deux souches ont hémolysé les érythro- 
cytes humains, du lapin et de la poule en un jour; ces zones 
d’hémolyse ont atteint une largeur de 10 mm aprés cing jours. Ces 
mémes souches n’ont pu hémolyser les érythrocytes de cheval 
qu’au cinquiéme jour (largeur de la zone hémolysée égale 
a 1 a2 mm). La capacité hémolytique des trois autres souches 
est insignifiante et l’hémolyse ne se produit que trés tard. L’une 
de ces souches a pu produire en quatre ou cing jours l’hémolyse 
des érythrocytes de lapin, de poule et de cheval, tandis qu’une 
autre n’a produit ’hémolyse que des érythrocytes de cobaye et 
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de cheval, et une troisiéme celle des érythrocytes de cheval seu- 
lement. La zone d’hémolyse était trés limitée pour ces trois der- 
niéres souches. 

En conséquence, on peut conclure que certaines souches de 
Moraxella lwoffi peuvent hémolyser rapidement les érythrocytes 
de homme, du lapin, de la poule, du mouton, du beeuf, du 
cobaye et du chat et que la zone hémolytique est considérable. 
Toutes nos souches ont pu produire l’hémolyse des érythrocytes 
du cheval en quatre a cing jours, mais la zone hémolytique a été 
restreinte. 


RESUME. 


1° On a isolé cing souches de Morazella lwoffi de différents 
produits pathologiques. 


2° Les capsules de ces bactéries ont été mises en évidence par 
Vapplication des méthodes de coloration de Jasmin et de Muir. 


3° Les souches de Morazella lwoffi ont pu survivre pendant 
six mois 4 + 4° C et a la température du laboratoire et pendant 
dix mois 4 — 20°C. Elles n’ont pas résisté a 50° C pendant 
soixante minutes et a 55° C pendant cing minutes. Elles ont pré- 
senté une survie de cing a trente-sept jours a la dessiccation sur 
papler-filtre. 

4° Certaines souches de Morazella lwoffi peuvent produire H,S 
tardivement en quantité considérable, alors que d’autres n’en 
produisent que de faibles quantités pendant la méme période. 


5° Les souches de Morazella lwoffi ont hémolysé les érythro- 
cytes de homme, du lapin, du cobaye, du mouton, du cheval, 
du chat, de la poule et du boeuf respectivement. Certaines souches 
ont hémolysé les érythrocytes de l’homme, du lapin et de la 
poule en un jour, et dans la gélose au sang les zones d’hémolyse 
oni été considérables. Toutes nos souches ont hémolysé les 
érythrocytes du cheval en quatre 4 cinq jours en produisant une 
zone limitée d’hémolyse. Leur effet a été différent a l’égard des 
érythrocytes d’autres espéces animales. 

6° La structure antigénique des souches de Morazella lwofft 
n’est pas homogéne ; cependant, parmi les souches faisant l’objet 
de nos investigations, les expériences d’agglutination et d’absorp- 
tion croisées ont mis en évidence la présence de fractions anti- 
géniques communes. 

7° Certaines souches de Morazella lwoffi sont pathogénes pour 
la souris par inoculation intrapéritonéale. 

8° Les souches de Morazella lwoffi sont résistantes 4 la péni- 
cilline, 4 Ja spiramycine et a la furadantine ; l’action de |’érythro- 
mycine et de la polymyxine B est faible ; l’action de la tétracycline 
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est plus importante ; la novobiocine, la néomycine et la framyce- 
tine sont Jes plus actives sur toutes les souches. Certaines souches 
sont particuligrement résistantes, alors que certaines autres sont 
médiocrement sensibles & la streptomycine et au chloramphénicol. 


SUMMARY 


SruDIEs ON FIVE stRAINS OF Morazella lwoffi (Acinetobacter lwofft) 
ISOLATED FROM PATHOLOGICAL MATERIAL. 


1. Five strains of Moragella lwoffi were isolated from different 
pathologic materials. 


2. Jasmin and Muir staining methods were used in order to 
demonstrate the capsules of these bacteria. 


3. The strains of Morazella lwoffi survived for six months at 
+ 4° C and at room temperature and ten months at — 20°C. 
They were killed in sixty minutes at 50° C and in five minutes 
at 55° C. They could survive from 5 to 37 days when desiccated 
on filter paper. 


4, Certain strains of Morazella lwoffi could, with some delay, 
produce H,S in considerable quantities, whereas some others were 
less productive for the same period of time. 


5. The strains of Morazella lwoffi hemolyzed human erythro- 
cytes as well as erythrocytes of rabbit, guinea-pig, sheep, horse, 
cat, hen and bovine. Certain strains were able to produce hemo- 
lysis of human erythrocytes as well as those of rabbit and hen in 
one day, and in blood agar, hemolytic areas were considerable. 
All of our strains hemolyzed horse erythrocytes in 4-5 days, pro- 
ducing a limited area of hemolysis. Their effect was different in 
presence of erythrocytes of other animal species. 


6. The antigenic structure of the strains of Morazella lwoffi was 
not homogeneous ; nevertheless, certain strains used in our inves- 
tigations showed the presence of common antigenic fractions in 
crossed agglutination and absorption reactions. 


7. Certains strains of Moraxella lwoffi proved pathogenic after 
being inoculated intraperitoneally into mice. 


8. The strains studied were resistant to penicillin, spiramycin 
and furadantin, whereas the effect of erythromycin and poly- 
myxin B was weak. The tetracyclin group was more effective ; 
novobiocin, neomycin and framycetin were the most effective 
against all strains. Certain strains were particularly resistant, 
whereas other ones showed low sensitivity to streptomycin and 
chloramphenicol. 
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LES REACTIONS CROISEES DANS LA DEVIATION 
DU COMPLEMENT POUR LE DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE 
DES AFFECTIONS A ENTEROVIRUS 
AVEC LES ANTIGENES COXSACKIE GROUPE B ET ECHO 


par l. ROBBA et MM" J. VIRAT OC) 


(Institut Pasteur, Service des Virus [D* P. Lépine}) 


Dans une précédente publication nous décrivions la mise au 
point de la préparation des antigénes du groupe Coxsackie B 
pour la réaction de fixation du complément [4] ; nous avons pour- 
suivi la préparation de ces antigénes a partir de cultures de 
cellules KB. Le culot de centrifugation est congelé et décongelé 
plusieurs fois aprés sa remise en suspension dans un volume de 
diluant 50 fois moindre que le volume initial du milieu de culture. 
Le tout est centrifugé a nouveau : le surnageant constitue l’antigéne 
qui est conservé 4 + 4° jusqu’au moment de son utilisation. 

Nous avions, dans un premier temps, étudié le comportement 
de sérums de lapins hyperimmuns vis-a-vis de ces antigénes. 

Dans cette deuxiéme série de travaux, nous avons d’abord 
étudié la réaction sur des sérums de malades suspects d’ affections 
dues a des virus du groupe Coxsackie B ; puis nous avons envi- 
sagé les réactions croisées possibles avec d’autres entérovirus : 
Coxsackie groupe B, ECHO, poliomyélite types I, II et III. 

Certains auteurs [3, 4] nient la relation entre les anticorps fixant 
le complément dans les affections 4 virus Coxsackie et ceux de la 
poliomyélite ; pourtant Passociation des deux virus est fréquem- 
ment rencontrée et la présence de l’un n’exclut pas la possibilité 
d’une affection concomitante par l'autre. 

Halonen et coll. [5], en étudiant la fixation du complément hété- 
rologue chez des individus naturellement ou expérimentalement 
infectés par les virus ECHO types 10, 16 et 20, le virus Coxsackie 
groupe B type 38 et le virus poliomyélitique type I ont signalé 
une relation antigénique entre les virus suivants : ECHO types 2, 
4, 5, 6, 7, 8, 11, 14, 16, 20 et les virus Coxsackie groupe B 
types 1, 3, 4 et 5, mais pas de relation entre les autres entéro- 
virus. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 8 décembre 1960. 
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Pour compléter nos expériences, nous avons tenté un essai dans 
le domaine des virus ECHO, pour lesquels nous avons appliqué 
la méthode de préparation des antigénes utilisée pour les virus 
Coxsackie B. Nous nous sommes servis des souches 9 et 14 que 
nous avons introduites dans des flacons de cellules KB. Nous 
rappelons que certains auteurs ont assimilé récemment la souche 
ECHO 9 a un virus Coxsackie du groupe A type 23 [6]. 

Archetti et coll. [7] ont adapté les virus ECHO aux cultures 
de cellules HeLa et ont préparé ensuite les antigénes pour la 
déviation du complément afin de les mettre en présence de sérums 
de singes hyperimmuns (Macaca mulatta Zimm). Ces antigénes 
ont été supérieurs 4 ceux obtenus précédemment avec le virus 
cultivé sur cellules de rein de singe. [Les auteurs ont observé 
des réactions croisées entre les différents types de virus ECHO : 
antigeénes communs aux virus de type 1, 8, 12 et 13; le meilleur 
antigéne a été celui préparé a partir du virus ECHO 10. 

Halonen et coll. [8] préparent des antigénes du groupe ECHO 
sur cellules de rein de singe et les sérums immuns correspon- 
dants sur singes et sur cobayes avec des résultats trés satisfai- 
sants. Ces auteurs purifient les antigénes par le fluorocarbone [9]. 

Nous ne reviendrons pas sur la technique de fixation du 
complément qui est celle déja décrite précédemment. 


Premiére expérience. — Jusqu’ici nous avions uniquement 
étudié des sérums de lapins hyperimmunisés [41]. Nous avons cette 
fois essayé d’appliquer la méme méthode avec les mémes anti- 
genes a des sérums de malades atteints d’affections cardiaques 
pouvant étre dues 4 des virus Coxsackie du groupe B; il s’agis- 
sait de sérums envoyés au Service des Virus pour établissement 
d’un diagnostic étiologique. 

Sur 18 échantillons de sérums provenant de malades de tous 
ages, avec le diagnostic clinique de cardiopathie virale, nous 
avons mis en évidence, dans trois cas, la présence d’anticorps 
pour un type de virus Coxsackie groupe B. 


Premier cas : M. L., 80 ans, rechute de myocardite d’étiologie 
inconnue. La réaction est positive en présence de tous les antigénes 
Coxsackie B jusqu’a la dilution 1/8. Les témoins sont tous négatifs. 

Deuxiéme cas : R. J., 3 ams, myocardite et dissociation auriculo- 
yentriculaire. La réaction est positive en présence de ]’antigéne Cox- 
sackie B type 5 jusqu’a la dilution 1/16. 

Troisitme cas : R. R., 17 ans, pleuropéricardite. Réaction positive 
du sérum A la dilution 1/16 en présence de l’antigeéne Coxsackie B 
type 5. 


Il est évident que ces seuls résultats ne nous permettent pas 
d’affirmer l’étiologie des affections, les épreuves n’ayant pu étre 
faites que sur un seul sérum. Nous pouvons seulement dire que 
la présence des anticorps du groupe Coxsackie B est en faveur 
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d’une affection due a un virus du groupe, et ceci s’ajoute aux 
nombreuses publications sur l’isolement des virus Coxsackie 
groupe B dans les cas de myocardite et de péricardite qui ont été 
faites ces derniéres années [40 a 20] et nous engage 4 poursulvre 
ces recherches sérologiques. 

Dans une deuxiéme expérience, nous avons mis en présence des 
antigénes Coxsackie B4 et B5, A2, A3, A4, Ad et A8, polio 
types II et III, les sérums suivants : Coxsackie A2, A3, A4 et AS 
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obtenus chez le cobaye selon une méthode récente d’immunisa- 
tion [24]; sérum Coxsackie A5 obtenu chez la souris selon la 
méthode classique d’immunisation; deux sérums de malades 
chez lesquels avaient été isolés un virus poliomyélitique type II 
pour le premier et type III pour le deuxiéme. Sérums et 
antigénes ont été employés sous un volume de 0,1 ml alors que 
le complément (2 unités) et le systéme hémolytique étaient 
ajoutés sous un volume de 0,2 ml chacun. 

Les résultats de cette expérience sont inscrits dans le tableau I. 

Les sérums des animaux Coxsackie groupe A donnent une 
réaction complétement négative avec les antigénes groupe B 
types 4 et 5. La réaction est positive avec les antigénes homo- 
logues. 

On constate une réaction croisée des sérums poliomyélitiques 
types II et III avec l’antigéne Coxsackie groupe B type 4 et du 
sérum poliomyélitique type II avec l’antigéne Coxsackie groupe B 
type 5. 


AFFECTIONS A ENTEROVIRUS 527 


Les témoins antigénes et les témoins sérums sont négatifs. 
Dans une troisiéme expérience nous avons choisi : 


a) Quatre sérums de lapins immunisés avec le virus Coxsackie 
groupe B types 1, 3, 4 et 5. 

b) Deux sérums de lapins immunisés avec les virus ECHO 
types 3 et 14. 

c) Deux sérums de malades chez lesquels avaient été isolés res- 
pectivement un virus Coxsackie A4 et un virus Coxsackie AD. 

d) Deux sérums de malades chez lesquels ont été isolés les 
virus poliomyélitiques types I et III. 


Ces sérums ont été mis en présence des antigénes Coxsackie B1, 
B2, B38, B4 et Bd, des antigénes Coxsackie A4 et AS, des anti- 
genes poliomyélitiques types I, II et III. 

Les volumes utilisés sont les mémes que précédemment. 

Les résultats de la troisiéme expérience sont inscrits dans le 
tableau II. 

‘Les sérums de lapins hyperimmuns Coxackie B sont spéci- 


fiques de type. 
Par contre, les sérums humains montrent tous une réaction 
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croisée plus ou moins importante avec les antigenes Coxsackie B, 
ce que nous avons déja constaté dans l’expérience précédente. 

En ce qui concerne le sérum antipoliomyélitique de type III, 
nous sommes obligés d’envisager la possibiJité d’une association 
d’un virus poliomyélitique type III et d’un virus Coxsackie B. 
On sait que de telles associations ne sont pas exceptionnelles 
(Dalldorf et Melnick, in Rivers). 


Dans une guatriéme réaction, nous avons employé : 


a) Les sérums de lapins immunisés avec les virus ECHO types 2, 
£5 "6-7. 8 9. U1, 12 18. 1215 16-17, 19 on 


b) Un sérum de lapin Coxsackie B1 ; 


c) Un sérum de cobaye Coxsackie A8 et deux sérums humains 
pohomyéhtiques types I et III. 


Les résultats de cette quatriéme expérience sont inscrits dans le 
tableau IIT. 
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Nous notons une absence de spécificité de la plupart des sérums 
du groupe ECHO. La difficulté d’obtention des antigénes de ce 
groupe ne nous permet pas de vérifier la spécificité des sérums ne 
donnant pas de réaction croisée avec les antigénes types 9 et 14. 

Les sérums Coxsackie Bl, Coxsakie A2, polio [ et III pris 
comme témoins de groupe ne fixent pas le complément en présence 
des antigénes ECHO 9 et 14, alors que la réaction est positive avec 
les antigénes homologues. 


Les témoins antigénes et les témoins sérums sont négatifs. 


Discussion. 


La suite de nos expériences nous permet de confirmer les 
résultats trés salisfaisants obtenus avec les antigénes du groupe 
Coxsackie B et la spécificité de la réaction de fixation du complé- 
ment en présence des sérums d’animaux hyperimmunisés. 

A Vencontre de cette constatation, les sérums de malades chez 
lesquels ont été isolés, soit un virus Coxsackie A, soit un virus 
poliomyélitique, fixent le complément avec certains antigénes du 
groupe Coxsackie B. 

On peut, dans ce cas, envisager soit la possibilité de coexistence 
des deux virus (assez improbable cependant sur un tel nombre de 
cas), soit une infection antérieure due a l’un des virus d’ow le 
phénomeéne de rappel d’immunité. 

On ne constate pas de réaction croisée entre les sérums de lapins 
immunisés avec les virus ECHO types 9 et 14 et les antigénes 
Coxsackie B. 

Nous avons également considéré la valeur des antigénes ECHO 
types 9 et 14, et sans préjuger de l’adaptation éventuelle de ces 
deux souches aux cellules KB, nous nous sommes contentés de 
communiquer ici les résultats obtenus. En ce qui concerne leur 
interprétation, l’absence des antigénes des autres types nous interdit 
de conclure sur la valeur de la réaction. L’intérét du diagnostic 
sérologique dans le domaine des virus ECHO résiderait dans 
l’existence d’un antigéne de groupe. Cet antigéne ne semble pas 
exister, 7 sérums de lapins sur les 16 étudiés ne fixant pas le 
complément en présence des antigénes types 9 et 14 ; nous admet- 
tons que ces 7 sérums doivent contenir des anticorps fixant le 
complément vis-a-vis d’un antigéne homologue seulement. 

Nous sommes obligés d’admettre en méme temps que la possi- 
bilité d’un diagnostic sérologique des affections 4 virus Coxsackie B 
et ECHO, la complezité de |’interprétation : les titres d’anticorps 
fixant le complément dans les sérums de malades atteints d’affec- 
tions a entérovirus ne sont pas obligatoirement préférentiels vis- 
a-vis d’un des antigénes du groupe. 
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RESUME. 


Les réactions de fixation du complément avec les antigénes 
Coxsackie groupe B et ECHO 9 et 14 ont mis en évidence des 
relations croisées entre les entérovirus. 


SUMMARY 


COMPLEMENT-FIXING CROSS REACTIONS BETWEEN COXSACKIE B 
anp ECHO antTIGENS 
IN THE DIAGNOSTIC OF ENTEROVIRUS DISEASES. 


The reactions carried out with Coxsackie B and ECHO 9 and 14 
antigens demonstrate the existence of crossed relationships 
between enteroviruses. 
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ETUDE DE L’IMMUNISATION SPONTANEE 
CONTRE LA POLIOMYELITE A VALENCE (ESPAGNE) 


par V. SANCHIS-BAYARRI (*). 


(Institut Pasteur, Service des Virus [D? P. Lépine}) 


INTRODUCTION. 


En dehors de toute vaccination, la présence des anticorps neu- 
tralisants spécifiques dans le sérum d’un individu traduit la réponse 
de l’organisme a une infection poliomyélitique spontanée, récente 
ou ancienne, apparente ou non. 

L’immunité antipoliomyélitique faisant suite & une premiére 
infection par le virus, on admet actuellement que la poliomyélite 
d’un type donné peut étre contractée par des sujets dépourvus 
d’anticorps contre ce type. 

Il existe, en effet, un parallélisme rigoureux entre l’incidence 
de la poliomyélite dans une population et la proportion d’individus 
dépourvus d’anticorps, ainsi que cela a été démontré par de nom- 
breuses études épidémiologiques, et notamment par les travaux 
de Pavilanis et Lépine, au Canada, la fréquence des anticorps 
évoluant elle-méme en raison inverse du niveau de vie et des 
progrés de l’hygiéne. 

La connaissance de l’Age auquel 50 p. 100 des individus d’une 
population donnée acquiérent les anticorps des trois types, revét 
done une grande importance du point de vue épidémiologique et 
constitue un reflet fidéle de la résistance a la poliomyélite- 
paralysie. 

Il y a quelques années, cette connaissance était difficile 4 acqué- 
rir, les virus poliomyélitiques n’étant spécifiquement neutralisables 
que chez le singe (et ultérieurement chez la souris pour le seul 
virus de type II). 

Aujourd’hui, et depuis l’introduction des cultures cellulaires en 
virologie, les réactions de séro-neutralisation sont devenues beau- 
coup plus simples et la détermination de l’Age 50 p. 100 est désor- 
mais indispensable pour la surveillance sanitaire des populations, 
la vaccination de masse devant obligatoirement étre entreprise dés 
que l’immunité globale tombe au-dessous d'un certain niveau. 


(*) Manuscrit recu le 9 décembre 1960. 
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C’est précisément cette détermination que nous avons voulu faire 
a Valence, ot nous nous sommes efforcé de préciser |’évolution 
des anticorps en fonction de l’age chez les enfants de moins de 
dix ans. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. 


Echantillonnage. — Nous avons examiné le sérum de 203 enfants 
en bonne santé apparente ou atteints d’affections diverses (polio- 
myélite exceptée). Les prises de sang ont été réalisées en majeure 
partie 4 ’hdpital de Valence et, en nombre plus restreint, dans une 
clientéle privée. Nous avons systématiquement étudié cing groupes 
d’age, échelonnés de deux ans en deux ans, en essayant autant 
que possible d’obtenir un échantillonnage égal dans chaque groupe. 


Pour les quatre premiéres années de la vie owt |’évolution des 
anticorps est assez rapide du fait de la disparition initiale des 
anticorps maternels puis de l’apparition des anticorps acquis acti- 
vement, nous avons également constitué cinq nouveaux groupes 
selon la dispositon suivante: — 


1* groupe : de 0 a 6 mois; 
2° groupe : de 7 a 12 mois; 
3° groupe : de 13 mois a 2 ans; 
A® groupe : de 25 mois a 3 ans; 
5° groupe: de 37 mois a 4 ans. 


Les prises de sang ont été faites stérilement, et les sérums pré- 
levés aprés rétraction du caillot ont été conservés dans un réfri- 
gérateur 4 — 26° C en ampoules scellées jusqu’au moment de leur 
examen qui a été effectué au Laboratoire de Sérologie de la Polio- 
myélite (Service des Virus, Institut Pasteur, Paris). 


Technique de recherche des anticorps neutralisants. — Nous 
avons employé la méthode de I’Institut Pasteur dite Réaction 
cinétique de Séro-neutralisation des Virus poliomyélitiques, basée 
sur l’évaluation du temps de destruction des cellules sensibles par 
le virus. Cette méthode utilise des tubes de Kahn en verre neutre 
qui recoivent un volume total de réactifs de 1 ml. Les réactifs 
comprennent un mélange préalablement incubé de sérum et de 
virus agissant sur une culture de cellules sensibles en voie de 
croissance, dans un milieu synthétique tamponné enrichi en sérum 
de boeuf, les cellules choisies pour la sensibilité homogéne au virus 
poliomyélitique étant constituées par la souche KB de Eagle pro- 
venant d’un épithélioma buccal humain. 

Dans les réactions qualitatives que nous avons utilisées pour ce 
travail, on commence par distribuer 0,45 ml de chaque virus a la 
dilution convenable correspondant A chaque type, on ajoute ensuite 
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0,05 ml de sérum a examiner dans chacun des 6 tubes (2 tubes 
pour chaque type); le sérum étudié se trouve ainsi automatique- 
ment dilué au 1/10° pendant le temps actif de la réaction qui est 
le contact entre le sérum et le virus. On agite vigoureusement pour 
homogénéiser le mélange et on porte pendant trois heures A 37° C 
pour assurer la neutralisation. On ajoute alors dans chaque tube 
0,50 ml d’une suspension de cellules dispersées par trypsination 
et contenant 50000 éléments par millilitre. Pour terminer, on 
recouvre avec de l’huile de vaseline (0,4 ml) et on laisse a 37° C 
jusqu’au moment de la lecture. Les souches de virus utilisées ont 
été les mémes pour toutes les recherches (souche Mahoney pour 
le type I, souche MEF1 pour le type II et souche Saukett pour le 
type II). La quantité de virus a neutraliser a également été cons- 
tante, la dose employée étant réguliérement capable de détruire 
100 p. 100 des cellules inoculées au troisiéme jour de la culture. 
Les lectures ont été effectuées avec un microscope inversé de 
Leitz. 


La réaction comprenait également toujours un groupe de témoins 
(témoins-virus sous forme de titrage, couplés a la réaction, témoins 
de toxicité des sérums examinés et témoins-cellules) 


Résultats. — L’examen global des 203 sérums a conduit au résul- 
tat suivant : 


50 sérums étaient totalement dépourvus d’anticorps (24,6 p. 100). 
153 sérums contenaient des anticorps (75,4 p. 100). 


Pour que la protection soit compléte, elle nécessite la présence 
des anticorps spécifiques contre les trois types de virus polio- 
myélitiques ; si on analyse les 153 sérums contenant les anticorps 
d’aprés le groupement de ces derniers, on voit que : 

31 sérums possédaient des anticorps contre un seul type 
(1532. p.- 100) ; 

40 sérums possédaient des anticorps contre deux types 
(19,7 p. 100) ; 

82 sérums montraient une immunisation contre les trois types 
(40,3 p. 100). 

Cela signifie que chez les enfants de moins de 10 ans, 40,3 p. 100 
seulement sont totalement protégés contre la poliomyélite. 


Si l’on exprime les résultats selon le pourcentage des anticorps 
correspondant spécifiquement 4 chacun des trois types, on arrive 
au résultat suivant : 

Sérums contenant des anticorps contre le type I: 123, c’est-a- 
dire 65,5 p. 100. 

Sérums contenant des anticorps contre le type II: 122, soit 
60 p. 100. 
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Sérums contenant des anticorps contre le type III : 112 
(55 p. 100). 

Les résultats obtenus démontrent que, entre 0 et 10 ans, les 
affections inapparentes ont été, dans le groupe examiné, sensible- 
ment égales en fréquence avec les types I et Il, mais légérement 
moins nombreuses avec le type III. 

L’évolution des anticorps en fonction de l’age est rapportée en 
détail dans les figures 1 et 2. 


|OOr 
Sb 
SOF 
6OL f I 
‘\ Moyenne géométrique 
{a “des 3 types 
40L 
20K 
. ' AGE (ans) 
! | | [ 
O a -- S 6 8 te) 


Le nombre des sérums dans le groupe de 0 a4 6 mois est trop 
faible pour conduire a des conclusions définitives. 

Le minimum des anticorps coincide avec la deuxiéme année (il 
y a 78 p. 100 de triples-négatifs 4 2 ans), la proportion d’immu- 
nisation contre les trois types étant rigoureusement nulle a cet 
age. 

De 2 4 3 ans, |’immunisation spontanée commence chez la 
plupart des enfants et on passe de 78,6 p. 100 de triples-négatifs 
a 2 ans, 4 37,5 p. 100 seulement a 3 ans, ce qui signifie qu’a cet 
age 62,5 p. 100 des enfants ont déja eu des contacts avec les virus 
poliomyélitiques. Ce chiffre va en s’accentuant au cours des années 
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suivantes et passe 4 69 p. 100 a 4 ans, 79,5 p. 100 a 6 ans, 95 p. 100 
a 8 ans, pour atteindre a l’Age de 10 ans un taux légérement supé- 
rieur a 95,5 p. 100 (fig.2). On voit aussi que les infections 
sont d’abord plus nombreuses A Valence avec le virus de 
type II qui prédomine de 3 a 6 ans, le type III étant le moins 
fréquent jusque vers 8 ans, le type I occupant une position inter- 
médiaire. A partir de 8 ans, les chiffres obtenus pour les trois 
types sont similaires. 


Si on examine maintenant le groupement des anticorps, on 
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s’apercoit que de 1 4 2 ans aucun enfant n’est complétement pro- 
tégé contre la poliomyélite. Pendant les quatre premieres années 
de la vie, la proportion de sérums qui renferment deux types 
associés d’anticorps est : 

4 1 an, de 6,6 p. 100; 

a 2 ans, de 14,3 p. 100; 

a 8 ans, de 33,3 p. 100; 

a 4 ans, de 40 p. 100. 
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A cet Age, le quart des enfants est déja immunisé contre les trois 
types de virus. 

L’immunisation complete et spontanée est, en effet, assez rapide- 
ment ascendante & Valence, puisqu’a 6 ans 41 p. 100 des enfants 
sont totalement protégés contre la poliomyélite, 66,4 p. 100 posse- 
dant des anticorps contre deux des types de virus. 

A 8 ans, 85 p. 100 des enfants possédent des anticorps contre 
deux types et 55 p. 100 ont une immunité compléte contre les 
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trois types, le niveau finalement atteint 4 10 ans s’élevant a 
84 p. 100 de triples-positifs. 

La détermination graphique de l’Age auquel 50 p. 100 des indi- 
vidus sont protégés contre les trois types de virus poliomyéli- 
tiques peut étre faite en portant les résultats exprimés dans la 
figure 4, sur un papier logarithme-probabilité (fig. 3) aprés calcul 
de la moyenne géométrique des trois types d’anticorps pour 
chaque groupe d’age. 


[ oe fieeae log a. + log b. + log de |: 
i n 


Le figure 83 permet ainsi de placer vers 5 ans le point d’immu- 


nisation 50 p. 100 a Valence. 
Il est intéressant de comparer ces résultats avec ceux obtenus 
a Athénes par M. Pavlatou, et par René Martin et collaborateurs 
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a Paris, la méme technique ayant été utilisée dans les trois cas 
pour la détermination de la fréquence des anticorps neutralisants ; 
selon cette comparaison, ]’Espagne et la Gréce ont une immuni- 
sation spontanée presque paralléle, l’infection étant un peu plus 
fréquente 4 Valence dans chaque groupe d’age. En France au 
contraire, la droite d’immunisation a une pente plus faible et 
indique clairement que l’infection se produit d’une maniére Aa la 
fois plus lente et plus tardive. 


ResuME. 


La recherche des anticorps neutralisants antipoliomyélitiques 
effectuée dans le sérum de 203 enfants espagnols de moins de 
10 ans, nous a permis d’arriver aux conclusions suivantes : 


1° Les trois types de virus poliomyélitiques sont trés répandus 
dans la population de Valence, puisque 95,5 p. 100 des sujets 
étudiés présentent des anticorps contre un au moins des trois types, 
40,3 p. 100 étant complétement immunisés contre la poliomyélite. 


2° Entre 1 et 2 ans, aucun des enfants n’est complétement pro- 
tégé contre la poliomyélite. 


3° L’immunisation spontanée commence trés tét au cours de 
la vie, puisqu’aé 3 ans 65,5 p. 100 des enfants sont déja compléte- 
ment protégés contre au moins un des types de virus. 


4° La droite d’immunisation progresse d’une maniére réguliére 
avec l’Age et avec une pente assez accentuée ; il en résulte qu’avant 
6 ans, 66,4 p. 100 des enfants sont immunisés contre deux types 
de virus, et 4 10 ans, 84,1 p. 100 sont complétement immunisés 
contre les trois types de virus. 


5° L’aAge auquel 50 p. 100 des enfauts espagnols sont protégés 
contre la poliomyélite se situe aux environs de 5 ans. 


6° Si ’on compare la droite d’immunisation obtenue 4 Valence 
avec les résultats antérieurement connus pour Athénes et pour 
Paris, on voit que l’immunisation progresse de facon paralléle 
en Espagne et en Gréce, mais s’effectue beaucoup plus lentement 
en France. 


SUMMARY 


STUDIES ON NATURAL IMMUNIZATION AGAINST 
POLIOMYELITIS IN VALENCIA, SPAIN. 


The serum of 208 Spanish children under the age of ten years 
was examined for the presence of polio-neutralizing antibodies. 
The findings show ° 
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1. The three virus types are widespread in the Valencia popu- 
lation : 95,5 °/, of the children under study possess antibodies to 
at least one of the three types : 40,3 °/, possess the three types. 

2. No child below the age of two was found to be fully pro- 
tected against polio. 

3. Spontaneous immunization begins very early : 65,5 %/, of the 
three years old children are protected against at least one type 
of virus. 

4, The immunization curve rises gradually with the age of the 
children, and its slope is rather steep : 66,4 °/, of the children 
under six are immunized against two types, 84,1 °%/, of the ten years 
old children are fully immunized against the three types of virus. 

5. The point at which 50°, of the Spanish children are comple- 
tely protected against polio lies in the five years old group. 

6. A comparison of the immunization curve observed in Valen- 
cia with the results previously obtained in Athens and Paris shows 
that immunization proceeds at the same rate in Spain and Greece, 
but is much slower in France. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°) 


Séance du 2 février 1961. 


COMMUNICATIONS 


VARIATIONS SAISONNIERES DE LA COMPOSITION 
DU SANG DE VIPERA ASPIS 


par Y. IZARD, J. DETRAIT et P. BOQUET 
(avec la collaboration de A.-M. BERNARD et Cl. DUMAREY). 


Unstitut Pasteur, Service des Recherches sur les Venins) 


Dés 1929, Luck et Keeler [10] avaient comparé la composition du 
sang de deux espéces de serpents, Crotalus atrox et Crotalus oregonus, 
a celle du sang des mammiféres. Ils avaient constaté que le sang des 
deux serpents contient trés peu d’urée, peu de sucres réducteurs, mais 
des quantités importantes de phosphates inorganiques, d’acides aminés 
libres et de chlorures. Dans le méme ordre de faits, Carmichaél et 
Petcher [2] ont étudié en 1944 la composition de deux échantillons 
de sang de Crotalus horridus recueillis, lun au mois d’avril, l’autre 
au mois de juillet de Ja méme année. Ces deux échantillons contenaient 
des quantités relativement importantes d’urée, d’acide urique et de 
calcium, mais peu de sucres réducteurs. Cependant, le sang prélevé au 
mois de juillet contenait plus d’urée (11 mg pour 100 cm’) que le sang 
recueilli au mois d’avril (5,47 mg pour 100 cm’). I] était également 
plus riche en chlorures, en calcium et en phosphates inorganiques, 
mais il renfermait moins de lipides. 

Nous réunissons ci-dessous les résultats de nos observations sur les 
variations saisonniéres de la composition du sang de Vipera aspis. 


Pendant trois années consécutives, et chaque année du printemps a 
l’automne, cent & deux cents serpents appartenant au genre Vipera aspis (1) 


(1) Ces vipéres ont été mises 4 notre disposition par M. Lamy & qui nous 
exprimons nos remerciements. 
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sont sacrifiés mensuellement par décapitation. Selon les circonstances, leur 
sang est recueilli tel quel ou additionné d’une substance anti-coagulante. 

Les divers échantillons de sérum ou de sang ainsi obtenus sont ana- 
lysés. Les sucres réducteurs sont dosés suivant Ja méthode d’Hagedorn 
et Jensen [4], les lipides suivant la technique de Bloor [4], azote poly- 
peptique et l’azote protéique suivant le procédé de P. Cristo] [4], enfin, 
le cholestérol total, le cholestérol estérifié, l’acide urique, lurée, le chlore, 
le calcium, le phosphore inorganique, respectivement par les méthodes 
de Grigaut [4], de V. Harlay [4], de Follin et Denis [4], d’Yvon [4], de 
Lestradet et Azerad [9] de Tronchet [42] et de Summer [44]. D’autre part, 
on mesure les quantités de sodium et de potassium contenues dans les 
échantillons de sérum, soumis a l’analyse, A l'aide du photométre 4 
flamme. Quant A la concentration du fibrinogéne dans le plasma, elle est 
déterminée suivant la technique de D. F. Foster et G. H. Whipple [4] (2). 
Dans un autre ordre de faits, on apprécie la foxicité du sérum de vipére 
en injectant dans la veine caudale de souris de 20 g et sous le volume 
de 0,5 cm’, des solutions contenant des quantités croissantes de ces 
sérums. On mesure ensuite les actions antivenimeuses et antiphosphati- 
dasiques des mémes échantillons, privés de leur nocivité par chauffage 
4 55° pendant 30 minutes, in vivo sur la souris dans les conditions définies 
par Ipsen [7], et in vitro sur les globules rouges de cheval suivant la 
technique de Césari et Boquet [3]. 


Les résultats de ces recherches sont résumés dans les tableaux 
ci-joints. 

A l’execption du fait que le sang de Vipera aspis contient trés peu 
d’urée, et que les échantillons de sérum prélevés pendant 1’été véhiculent 
une grande quantité de lipides, les résultats de nos recherches confir- 
ment ceux que Carmichaél et Petcher ont rapportés au cours de leurs 
recherches sur la constitution du sang de Crotalus horridus. 

Comparé au sang de l’homme, le sang de Vipera aspis est riche en 
chlorures, en calcium, en lipides et en cholestérol, mais il est pauvre 
en sucres réducteurs. Cependant la concentration sanguine de ces 
sucres varie peu. Dans cet ordre de faits on est autorisé A penser que 
le foie du reptile, par sa fonction glycogénique, maintient l’homéo- 
stasie. 

Le sang des vipéres contient également moins d’azote protéique que 
le sang humain, mais ]’expérience nous enseigne que les protéinémies 
les plus élevées sont un signe distinctif des espéces les plus évoluées [5]. 

Les serpents sont considérés comme des animaux uricotéliques, 
cependant nous avons constamment décelé dans le sang de Vipera aspis 
de petites quantités d’urée. 


C’est au printemps et en été que les lipides atteignent une concen- 
tration maxima dans le sang de l’animal. La lipémie diminue en 
automne avant lhibernation. 


Les saisons ont peu d’influence sur la concentration du sodium et 
du potassium dans le sang des vipéres, mais elles modifient celle du 
calcium et celle du magnésium, La valeur du rapport K/Ca établi pour 
un plasma humain normal est de 2. Cette valeur varie dans de larges 
limites lorsque le méme rapport est établi pour des plasmas de vipéres. 


(2) En raison de la trés lente coagulation du plasma de vipére, le coa- 
gulum a été recueilli aprés vingt-quatre heures. 
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Elle est comprise entre 0,18 et 2,1 ; le premier chiffre correspondant aux 
résultats des analyses faites sur un plasma prélevé au mois de mars 
et le second aux résultats des mémes analyses faites sur un plasma 


TaBLeau I. 
| | 
MOIS 
sag 
ANNEE & v g 
mars avril mai juin A 2 & 
* OK » 2 
oy 1S} 
: 6 oi 
n 
1958 82,55 |67,32 |69,25 
Extrait sec g/l.) 1959 |73,95 | 77,62 | 90,5 |71,05 |72,9 
1960 eae {80,2 |75,5 |68 
74,2 |(69,5 


ae 1959 ; 1,019] 1,019] 1,026] 1,028] 1,021 
Wensitemr a ac 1960 I,O19|( 1,023 | I,019] 1,009 


Chlorures g /I: | 


eniCie, . nes ) 1960 4,56 are 
l 4,71 |(4,06 | 4,77 3,50 
en chlorures .{ 1960 Gays hehe 
7:77 (7,69 | 7,86 
\ 1958 3,53 | 3,65 | 3,65 
Na en g/l 1959 | 3,50] 3,55 | 4,46 | 4,46 3535 
/ 1960 {3780 (3,90 | 3,841) 3,52 
( 3,80 |3,70 
1958 0,249] 0,257| 0,265 
IEE Kol AI Bee 1959 | 0,215} 0,214] 0,266 | 0,308 0,20 
1960 0,233 ee 0,287] 0,310 
0,306]! 0,237 
| 
\ TO5Quil) des L 7. I,25 | 0,729 | 0,606] 0,132 0,10 
Caen g/l..... ) I960 lees 0,630) 0,147 
\ 0,303)( 9,404 
P minéral g/l.| 1960 0,110 


Mg en g/l ....}| 1960 0,333*| 0,109) 0,049 0,025 


* En vieillisant le sérum avait précipité. 

** Lorsque deux chiffres sont réunis par une accolade, le premier correspond a un prélé- 
vement de sang fait entre le 1°° et le 15 et le second a un prélévement fait entre le 15 et 
le 30 ou 31 du mois. 


prélevé au mois de septembre de la méme année. Quant au rapport 
Na + K/Ca + Mg, égal A 6,2 au mois de mars, il atteint 19 six mois 
plus tard a l’orée de l’automne. 
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A titre d’information, nous rapportons ci-dessous Ja valeur de ce rap- 
port pour quelques espéces animales [6] : 


OSstred “CirCUIMPCCEA aa oreo aielele etete rte) telesales 3,6 
Helix pomatia (en 6t6  ....... 00. ccc cee e eee e ers c erence sense 6,6 
Helix pomatia (en hiver) ~.... 20% s2< ees eee 4,3 
Crocodilus (ACUIUS™ cee. ome ee eee ee ocean nrets 14,9 
re) it?s) ene we A ror itn, cries Soooras.sa rpc omomoas. 43,9 
Tasieau II. 
MOIS 
if 
g 5 : 
v4 I o 5B 
4 S| 3 im 
< |mars | avril | mai | juin 3 9 
ok eK a 3) | 
o ° | 
—————EE | we ———E 
Sucres réduc-( 1958 0,60) 0,46) 0,50 
teurs g/l.../ 1959 0,52} 0,42] 0,50} 0,40} 0,48 I 
1960 0,63|{ 0,72] 0,51] 0,53 
0,63)( 05 
Lipides to- 1958 19,08| 9,95) 9,6 
taux g/l...) 1959 | 11.2 | 13,3 | 22,1 Ete 7a Lond é 6 | 
1960 oe Hoe 14,3 9 | 
| FAS dee e3 
| 
Cholestéral tor 1958 2,6 | 2,2 | 2,83] 1,50 || 
i) @ ital eb ts 3a0 1959 | 3,8 | 3,94] 4 3,30 a 
| | 1960 32081 3,68] 3,43] 3534 1,80 || 
3,08}! 3,58 
| 
Cholestérol e 1958 E533 (dey) 2573 
térifié g/1../ 1959 | 2.8 | 2,13) 2,20) 1,15 I 
| 1960 r547|} igi s 
| 1,83]! 1,33 
| 


** Méme légende que le Tableau I. 


C’est au printemps que le sang de Vipera aspis contient le plus de 
calcium, et c’est au seuil de 1’été que sa teneur en lipides est la plus 
grande. 

La plus petite dose de sérum de vipére qui tue en moins de vingt- 
quatre heures les souris de 20 g éprouvées par une injection intravei- 
neuse de ce sérum varie entre 0,15 cm? et 0,5 cm3. G. Bertrand et R. Vla- 
desco [4] ont constaté autrefois que la toxicité du sang des vipéres 
originaires du département de Maine-et-Loire était plus élevée en 
automne qu’au printemps. Dans cet ordre de faits nous avons observé 
que le sang des vipéres capturées pendant les années 1959 et 1960 était 
plus nocif au mois de juin qu’au mois d’octobre ; au contraire, l’action 
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antitoxique du sérum de Vipera aspis sur son propre yenin est plus 
grande au mois de septembre qu’au mois de mars; toutefois un 
échantillon de sérum prélevé le 23 avril 1959 était doué d’un pouvoir 
neutralisant supérieur A celui de tous les autres échantillons. 


Tarceau III. 


MOIS 
i 
Ql a 
z x | 8 
J aig 
mars | avril mai juin 8 a 
** OK ~~ 
[on 
B 
1959 |6,89 | 8,31 9,59 |7,56 |7,92 
Azote total g/l.. | 1960 \8,75 t9,73 7,75 ee 
| 18,80 Vines 
Azote protéique \ 1959 8,144 | 9,41 724 708 12 
65 ira y cipncoeae Oe 1960 8,49 ee 7242 |7,34 a 
! 18,01 7515 13 
Azote ~ polypepti-\ 1959 0,07 0,066 |0,099 |0,053 
dique g/l...... 1960 oe aa 0,083 |0,100 | 0,04 
0,053 |(0,055 
| oi, | 1959 0,096 0,110 |0,119 |0,194 
| Azote résiduel g/l.) 1960 es [space 0,145 |0,122 
0,13I |(|0,100 
ae 1959 |2,67 | 3,78 3,88 |4,05 [2,81 2 
Fibrinogéne g/l ..) 1960 2,17 (2,66 13,39 a 
(2,54 4 
0,20 
Wréeio/I ieee ! 1960 0,10 eee O12) O10 a 
0,10 0,400 
| 
: E 1959 |0,0250] 0,0275| 0,0240 |0,0220 
Acide urique g/l.. 1960 0, 0638 |(0,0518 |0,0702}0,0332| 0,040 
0, 0382 
** Méme légende que Tableau I. 


Quant aux variations de l’action anti-phosphatidasique du sérum 
de Vipera aspis, elles ne sont pas paralléles a celles de son action 
antitoxique. Enfin, nous rapellerons pour mémoire que la toxicite 
des sécrétions venimeuses de Vipera aspis serait cyclique selon 
Leroy [8], la nocivité la plus grande étant observée en été. 


En résumé, la constitution du sérum de Vipera aspis est soumise 
4 des variations saisonniéres. La concentration de certaines substances 
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TaBLeau IY. 


MOIS 
ANNEE 
mars | avril | mai | juin |septembre 
OK eK 
Toxicité : 
Dose minimale mortelle\ 1959 fo) 0,2 0,25| 0,25 fo) 
pour une souris de 20 g/ 1960 (x6 O, Esl, 0:5 0,25 
éprouvée par la voie vei- ene 
neuse 
| 
Antitonicité : 
Dose de venin exprimée| 1958 260 
en ug Pig ice P22)" 19§9 | “112° || 300 125 150 240 
r cm?’ de sérum de vi- 
pére chauffé 20 minutes} 19°° ie os 280 280 
a 56° (technique Ipsen) 4 ( 
Action anti-phosphatida- 
sique du sérum de vipé- 
res (technique de KE. 
Césari et P. Boquet)...| 1959 50 50 20 50 20 
Dose de venin, exprimée 
en ug, neutralisée par 
Tecii? der sera, aca 1960 70 70 50 


"" Méme légende que Tableau I. | 


telles que le calcium et les lipides y varie dans de larges limites ; 
cependant, celle du sodium, du potassium, des sucres réducteurs et 
du cholestérol y demeure relativement constante, maintenue vrai- 


semblablement par des mécanismes homéostatiques. 


SUMMARY 


SEASONAL VARIATIONS IN THE BLOOD COMPOSITION OF Vipera aspis. 


The composition of the serum of V. aspis is submitted to seasonal 
variations. The concentration of certain substances, such as calcium 
and lipids, varies within a wide range ; however, that of sodium, 
potassium, reducing glucides and cholesterol remains relatively cons- 
tant, probably maintained by homeostatic mechanisms. 
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L’EVOLUTION DE LA MICROFLORE TOTALE 
DANS LE SOL DE QUELQUES TYPES DE LANDES 
ARMORICAINES, APRES INCENDIE 


par J. M. GEHU et J. GEHU-FRANCK. 


(Faculté de Médecine et de Pharmacie [Laboratoire de Botanique] 
et Institut Pasteur, Lille) 


Par son étendue et la diversité de ses milieux, la lande de Fréhel 
(Cétes-du-Nord) est un site de choix pour les observations phyto-écolo- 
giques. 

Plusieurs ensembles, physionomiquement trés définis, s’y trouvent, 
en effet, répartis en « caténa », suivant les accidents topographiques et 
les variations édaphiques. En résumé, ce sont, successivement, du 
sommet des crétes diabasiques jusqu’au fond des thalwegs creusés dans 
les grés feldspathiques : la lande riche 4 Ulex europaeus et Pteridium 
aquilinum, la lande séche a Ulex galli et Erica cinerea, la lande méso- 
phile a Ulex galli et Hrica ciliaris, la lande humide 4 Ulex galli et Erica 
tetralix, et, enfin, sur les falaises, une lande a Ulex galli et Erica cinerea, 
fortement infiltrée d’espéces de 1’étage aéro-halin. 

Dans le courant de juillet 1959, lors d’une période de sécheresse 
exceptionnelle, un violent incendie ravageait une importante partie de 
cette lande de Fréhel, sur prés de 1 km*. Trés rapidement il nous 
apparut que l’emprise du feu était fort différente sur les divers grou- 
pements et il nous a semblé intéressant d’en étudier, systématiquement, 
les conséquences, tant sur le sol que sur la végétation, et de suivre 
les vicissitudes de la reconstitution floristique et édaphique (Géhu et 
Géhu-Franck [4]). 

Parallélement, nous avons cherché a connaitre les répercussions du 
feu sur la microflore totale de ces associations. 
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Pour ce faire, la numération des germes a été pratiquée selon la 
méthode des « suspensions-dilutions de terre » du service de Microbio- 
logie du Sol de l'Institut Pasteur de Paris [2], en employant, comme 
milieu de culture, un extrait de terre de jardin de pH = 7. 

Des prélévements ont été effectués en juillet 1960, dans chaque type 
de lande non brtlée (témoin) et brdilée (un an aprés incendie). Ceux-ci 
ont été pratiqués dans toutes les conditions d’asepsie requises, en de 
nombreux points de chaque station, au niveau de la zone d’épanouis- 
sement radicellaire maximum ; soigneusement homogénéisés, on peut 
les considérer comme reflétant la « sociorhizosphére » du groupement [3]. 


Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau I. Ils montrent 
que : 


1° Les germes sont beaucoup plus nombreux dans les landes fraiches 
(landes A Erica ciliaris et Erica tetraliz) que dans les landes séches 
(lande A Ulex europaeus, lande a Erica cinerea, lande de falaise). Leur 
nombre y atteint, en effet, un ordre de grandeur de 30 a4 45 millions 
de germes par gramme de terre contre 2,5 millions seulement dans 
les landes séches. 


2° Le nombre de germes tend 4 augmenter aprés incendie dans les 
landes séches qui sont trés altérées, tandis qu’il reste stationnaire 
(lande a Erica tetraliz) ou qu'il fléchit (lande a Erica ciliaris) dans les 
landes fraiches, moins sévérement atteintes. 


D’autre part, on remarquera une augmentation assez forte de l’azote 
assimilable (NO, et NH,), aprés incendie, dans les landes séches (lande 
a Ulex europaeus, lande de falaise et, dans une moindre mesure, lande 
séche a Ulex galli et Erica cinerea). Celle-ci se manifeste, dans le tapis 
végétal, par l’apparition d’une abondante flore nitrophile (stade Pré- 
Callunetum). Cette augmentation n’existe guére dans les landes 
fraiches, ot. la recolonisation végétale se fait directement par les 
espéces de la lande. Le stade Pré-Callunetum, n’existe pas, le Pusillae- 
Callunetum apparaissant d’emblée. 

On notera encore l’absence complete des Azotobacter dans tous ces 
groupements, avant comme aprés incendie, malgré la neutralisation 
partielle du substratum qui en résulte. Ceux-ci existent, cependant, 
en abondance, dans les pelouses 4 Agrostis maritima et Armeria mari- 
tima de l’étage aéro-halin des falaises voisines, et dans les dunes fixées 
d’alentour (50 A 100 p. 100 de positivité des « grains de terre » sur 
silico-gel-pyruvate). 

Enfin, les innombrables plantules d’ajoncs (Ulex europaeus et Ulex 
galli) apparues aprés incendie sont diversement pourvues de nodosités 
mycorhiziques. Celles-ci sont, en effet, beaucoup plus abondantes et ne 
semblent fonctionnelles que dans les couches humiques peu altérées 
par le feu et sous-jacentes & la zone cendreuse. Ce phénoméne est par- 
ticuliérement net dans les landes séches. 


En résumé, l'étude de l’évolution de la microflore aprés incendie, 
comme celle de la végétation et du sol (Géhu et Géhu-Franck [4]) 
confirme l’existence, dans la lande de Fréhel, de groupes phyto-écologi- 
ques nettement distincts. La microflore est stimulée dans les lJandes 
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seches (lande A Ulex europaeus, lande de falaise, lande a Erica cinerea), 
elle ne lest pas dans les landes plus fraihces. 

Parallélement, 1’augmentation de la teneur en azote assimilable, dans 
les landes séches, induit l’apparition, dans la recolonisation végétale, 
d’un stade A nitrophytes, qui n’existe pas dans le groupe des landes 
humides. 


SUMMARY 


EVOLUTION OF TOTAL MICROFLORA IN THE SOIL 
OF CERTAIN TYPES OF HEATH IN BriTTANy (FRANCE) AFTER BURNING. 


The study of this evolution and that of the vegetation and of the 
soil (Géhu and Géhu-Franck, 1960) confirm the existence in the Frehel 
heath of phyto-ecologic groups, markedly differentiated. The microflora 
is stimulated in dry heath (areas where Ulex europaeus or Erica cinerea 
grow, cliff-heath) ; it is not stimulated in more humid heath. 

Likewise, the increase of assimilable nitrogen in dry heath induces 
the appearance of a stage comprising nitrophytes, which does not 
exist in humid heath. 
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vancy. 


Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les 
Annales de l'Institut Pasteur : 


Caractérisation immunochimique des ribosomes, par E. Bansv, 
J. Paniyen et 'G. QuASH. 


Etude de l’inhibition non spécifique de la streptolysine O. 
par M™° N, Casau et J. Bani. 
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AVIS 


ASSOCIATION INTERNATIONALE DES SOCIETES DE MICROBIOLOGIE. 


Des Collections de Microorganismes existent dans plusieurs pays 
du monde, les unes financées par les gouvernements, d’autres par 
des universités ou des Instituts de recherches. Beaucoup ne disposent 
que d’un budget réduit et pourraient améliorer les services qu’elles 
rendent si elles jouissaient d’un revenu plus important. Certaines 
Collections livrent leurs cultures gratuitement, d’autres A titre onéreux. 
Certaines Collections, en particulier les Collections spécialisées com- 
prenant des souches qu’on ne peut trouver ailleurs, mettent souvent 
ces souches a la disposition des chercheurs des autres pays, ce qui 
entraine pour elles des frais difficiles 4 couvrir. Le Comité exécutif 
de J’Association Internationale des Sociétés de Microbiologie a un 
rdle de conseiller en ce qui concerne l’attribution de tous les fonds 
destinés a ces Collections. Le montant en est actuellement limité, 
mais, afin que ce Comité puisse disposer de tous les renseignements 
nécessaires, il est indispensable qu’il connaisse le détail de toutes les 
Collections expédiant des cultures, ainsi que la mesure dans laquelle 
elles dépendent de subsides extérieurs. 

Il serait donc nécessaire que les Directeurs des Collections de Cul- 
tures fassent connaitre au Secrétaire du Comité Exécutif de 1’ Associa- 
tion Internationale des Sociétés de Microbiologie (D™ C. G. Hedén, 
Karolinska Institutet, Stockolm 60, Suéde), l’existence de leurs Col- 
lections, leur but, le type et le nombre de microorganismes qu’elles 
possédent, leur destination particuliére (bactériologie médicale, fer- 
mentations industrielles, etc.), les conditions dans lesquelles ces cultures 
sont livrées (a titre gratuit ou onéreux), leur statut au point de vue 
financier (subventions de |’Etat, de l’industrie, etc.), leur degré d’inté- 
rét international et enfin dans quelle mesure elles sont capables ou 
incapables de répondre 4 la demande internationale du fait de 1’état 
de leurs ressources financiéres. 

Pour étre prise en considération pour l’année 1961, cette déclaration 
doit parvenir au bureau de Stockholm (D* C. G. Hedén) de 1’Association 
Internationale des Sociétés de Microbiologie, avant le 15 mai 1961. 


* 
** 


COMMUNAUTE EUROPBENNE DE L’ENERGIE ATOMIQUE HURATOM 


L’utilisation de molécules marquées complexes est souvent contra- 
riée par la difficulté de les obtenir par achat ou échange. De plus, 
Vutilisateur se trouve parfois devant la nécessité de les préparer lui- 
méme ou d’en faire effectuer la synthése, ce qui est long et cotiteux. 

Ces difficultés pourraient étre atténuées, ou en partie supprimées, 
par la constitution d’une collection de composés organiques marqués 
rares, qui serait tenue a la disposition des utilisateurs. I] ne peut 
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s’agir évidemment que de produits marqués par des isotopes a vie 
longue, ou par des isotopes stables. 

La Commission de la Communauté Européenne de 1’Energie Ato- 
mique (Euratom) se propose de constituer une telle collection. Elle 
fait appel dans ce but 4 tout organisme public ou privé, dont les 
laboratoires effectuent ou ont effectué, pour leur usage propre, la 
synthése de molécules marquées non encore commercialisées. Elle 
se propose de discuter avec ces organismes la possibilité d’augmenter 
dans chaque cas leur fabrication. 

La Commission n’ignore par les difficultés de stockage, aussi le 
choix se portera-t-il sur les produits n’exigeant pas au moment de 
l’emploi une purification plus laborieuse que la synthése elle-méme. 

Les produits retenus feront l’objet de commandes permanentes ou 
temporaires. Des contrats de recherches sont en outre possibles, ils 
pourraient porter sur les méthodes de préparation, de purification 
et de conservation. 


Les organismes intéressés par cet appel sont priés de faire parvenir 
leurs communications 4 l’adresse suivante : 


C. E. E. A. (Euratom), Direction Générale, Recherches et Enseigne- 
ment (Molécules marquées), 51-53, rue Belliard, Bruxelles, Belgique. 


LIVRES REGUS 


P. Grabar et P. Burtin. — Analyse immuno-électrophorétique. Appli- 
cations aux liquides biologiques humains. 1 yol., 294 p., Masson 
et Cie, édit., Paris, 1960. 


L’analyse électrophorétique des liquides biologiques humains a béné- 
ficié de considérables progrés du fait de l’apparition de l’immuno- 
électrophorése. Cette méthode permet de caractériser dans un gel les 
constituants d’un mélange a la fois par leur mobilité électrophorétique 
et leur spécificité immunochimique. Elle permet méme de les iden- 
tifier par des réactions colorées ou enzymatiques. 


L’importante monographie de Grabar et Burtin fait le point des 
résultats déja obtenus par l’emploi de ce procédé riche de prc messes. 

La premiére partie est consacrée aux méthodes : appareillage, tech- 
niques de caractérisation, interprétation quantitative des résultats, uti- 
lisation des immunsérums. Les deuxiéme et troisitme parties exposent 
les recherches entreprises, tant au Laboratoire de Chimie Microbienne 
de l'Institut Pasteur de Paris, que dans d’autres hépitaux ou labora- 
toires francais et étrangers, recherches portant sur le plasma humain 
normal, sur les sérums pathologiques et sur les autres milieux biolo- 
giques humains. 

De nombreuses illustrations et une importante bibliographie 
complétent l’ouvrage. F. D. 
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Didier Bertrand. — Le magnésium et la vie. Plaquette de 126 pages de 


la Collection « Que sais-je >? », Presses Universitaires de France, 
Paris, 1960. 


Aprés quelques données sur les teneurs en magnésium du sol, des 
plantes et des animaux, l’auteur rappelle le réle nécessaire du magné- 
sium dans la vie végétale et animale (réle dans un grand nombre de 
réactions enzymatiques de dégradation et de synthése de glucides, réle 
dans la synthése des acides ribonucléique et désoxyribonucléique). La 
derniére partie de l’ouvrage montre l’importance du probléme quanti- 
tatif du magnésium : le magnésium des terres arables, les manifes- 
tations de carence en magnésium des végétaux et les moyens d’y 
remédier, les manifestations de carence des animaux d’élevage et leur 
guérison, et enfin la pathologie humaine du magnésium. BB. H. 


Controlled clinical trials. (Papers delivered at the Conference convened 
by the Council for International Organisations of Medical 
Sciences). 1 vol. 177 p., Blackwell Scientific Publications, Oxford, 
19603 Prix = 20Ms: 


Au cours des tentatives de traitement des maladies, un travail trés 
important doit étre accompli par l’homme de laboratoire et l’expéri- 
mentateur ; en derniére analyse, ce sont les essais cliniques qui décident 
de la valeur du nouveau traitement. Parfois, un nouveau médicament 
proposé provoque des modifications spectaculaires qui rendent superflue 
une analyse minutieuse des résultats. Mais le plus souvent, les nou- 
veaux traitements proposés n’apportent qu’une faible marge bénéfi- 
ciaire pour le malade, et c’est dans ces cas que l’on doit effectuer les 
essais cliniques avec un soin tout particulier. Ces résultats sont diffi- 
ciles & apprécier car la réponse des malades varie selon les individus ; 
il convient donc d’en avoir un nombre suffisant. La conférence orga- 
nisée par le C.I.0.M.S., & Vienne en 1959, a réuni, sous la présidence 
de Bradford Hill, différents spécialistes qui ont traité les sujets 
suivants: Ethique, par Braprorp Hirt et Writs. Constitution de 
groupes comparables de malades (ArmiracE). Critéres de diagnostic et 
de résultats (FLeTscHER). Traitement des infections aigués (KNOWELDEN 
et CRUICKSHANK). Tuberculose pulmonaire, évaluation — statistique 
(SUTHERLAND) ; essais contrédlés (Scappinc et Crorron). Polyarthrite 
chronique évolutive (KELLGREN, BywaTers). Réponse subjective du 
malade (Rem). Comparaison entre plusieurs traitements (Dott). 
Thrombose coronaire, administration 4 long terme d’anticoagulants 
aprés infarctus du myocarde (Rei) ; problémes cliniques et résultats 
(PrckERING). Cancer, essais de traitement (PaTerson, Arxkins). Problémes 
d’organisation ; rédaction des observations, analyse et présentation des 
résultats (D’ARcy Harr, SUTHERLAND, KNOWELDEN). 

Les conclusions sont présentées & la fois du point de vue du médecin 
et du statisticien. 

Cet ouvrage, d’une trés grande clarté, sera certainement apprécié 
des services de clinique assurant le contréle des nouveaux médicaments. 

A. E. 


502 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Ciba Foundation study group. N° 4: Virus virulence and Pathogenicity. 
1 vol, 114 p. J. et E. Churchill, édit., Londres, 1960. 


Prix = 12's. 68d. 


La fondation Ciba réunit de sa seule initiative privée, pour la quatrié- 
me fois, un groupe de chercheurs pour un Symposium de trois jours 
sur un sujet d’actualité. Sous la direction du Professeur J. MULDER, 
quinze grands noms de la Virologie vont s’attaquer au difficile probleme 
de la virulence. 

Sir Macfarlane Burner, dans son Introduction, rappelle qu’aprés 
s’étre penché pendant six ans sur l’aspect génétique des variations du 
virus grippal, il ne peut conclure que ce soit 14 l’un des facteurs im- 
portants pour expliquer une épidémie comme celle de 1957. 

Ch. Sruart-Harris insiste sur la difficulté qu’entraine la définition 
méme du concept de virulence et combien le point de vue de 1l’obser- 
vateur modifie les facteurs qui peuvent étre pris en considération dans 
l’étude de celle-ci. A l’aide de nombreux exemples, il discute des 
interréactions de l’héte et du virus et des différents points de vue de 
1’épidémiologiste, du clinicien, de l’expérimentateur. 

R. Morean, dans un article trés documenté, étudie le phénoméne au 
niveau cellulaire, en insistant sur tout ce qui peut modifier les rapports 
virus-cellules aux différentes phases (adsorption, pénétration, éclipse, 
réplication virale, effet cytopathogéne, multiplication cellulaire) de 
l’évolution du systéme. 

C. H. AnpREWEs, 4 propos des virus respiratoires, entériques, Arbor 
de la myxomatose et de la peste bovine, montre que la transmission des 
maladies et leur survivance nécessitent déja un équilibre favorable entre 
l’héte et sa résistance, le virus et son pouvoir pathogéne. 

J. Muxper étudie le probléme particulier de la mortalité par atteinte 
pulmonaire au cours des épidémies de grippe et discute du tropisme 
de certaines souches virales pour le tissu pulmonaire, aussi bien pour 
Vhomme que pour l’animal au laboratoire, du réle favorisant d’une 
cardiopathie, ou d’une pneumopathie antérieure, des conditions démo- 
graphiques, de lage, des surinfections bactériennes. 

E. Kimsournne compléte cette étude d’épidémies de grippe. 

Avec J. Tyrreci et F. E. Bucxianp, on se retrouve a la « Common 
Cold Reesarch Unit of Salisbury ». A propos de virus respiratoires, 
ils communiquent certains de leurs résultats : des souches cultivées 
sur des systémes cellulaires différents entrainent des résultats différents 
lorsqu’on les inocule a des volontaires. 

Chaque rapport est suivi d’une discussion 4 laquelle participent 
T. Anderson, G. W. A. Dick, A. P. Golfe, D. W. Henderson, J. F. Ph. 
Hers, J. S. F. Niven, W. Smith, A. Isaacs, H. G. Pereira, puis une 
discussion générale ot. chacun apporte encore de nouveaux et inté- 
ressants exemples. 

Quelques documentations photographiques, tableaux et graphiques, 
illustrent ce livre. Une bibliographie et un index le terminent. 

BCs 
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